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RESUMO

Os Ensaios de Bioequivaléncia sdo caracterizados por planejamentos “crossover’, onde seguindo
o protocolo da ANVISA (Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitaria), no minimo 24 sujeitos sdo
alocados aleatoriamente para receber as formulagdes de teste e referéncia. As medidas
farmacocinéticas envolvidas no estudo sdo as areas sob a curva de concentragido sangiiinea do
tempo zero ao tempo t e do tempo zero ao infinito, o pico de concentragdo maxima observada e o
tempo que o farmaco e/ou metabolito leva para atingir essa concentra¢io maxima.
Adicionalmente devem ser determinados a depuragdo, o volume aparente da distribui¢io, a
constante de velocidade de absor¢do do farmaco no organismo e a meia-vida de eliminagdo do
farmaco. Neste trabalho enfoca-se as etapas de planejamento e analise dos ensaios de
bioequivaléncia, contemplando a fase de coleta dos dados, técnicas especializadas de analise
(analise de medidas repetidas) e os procedimentos computacionais pertinentes. Este trabalho é
extremamente enriquecido pela apresentagdo de um exemplo, onde sdo aplicadas todas técnicas

descritas a partir de dados hipotéticos.

Palavras Chave: bioequivaléncia, planejamento crossover, intervalos de bioequivaléncia, analise

de medidas repetidas em planejamento “crossover’.



ABSTRACT

Bioequivalence’s Studies are characterized by crossover design 2x2, following ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria); at least 24 subjects are randomly placed to receive
the reference’s drugs and test’s drugs. The pharmacocinetics measures in study are the areas
under the curve of plasmatic concentration by time zero to time t and time zero to infinite, peak
of observed maximum concentration and the time that the drug leads to reach the maximum
concentration. Additionally must be determined the purification, the apparent volume of the
distribution, the absorption’s speed constant of the drug on organism and the stocking-life of
drug’s elimination. In this work, we are interested in the design and analysis of bioequivalence’s
studies, contemplating the data’s collection, specialized techniques of analysis (repeated
measures) and the pertinent computational procedures. We present this using a extremely rich

example, which describes techniques applied by hypothetical data.

Key words: bioequivalence, crossover design, bioequivalence’s intervals, repeated measures in

crossover design.



1 INTRODUCAO

Uma area de interesse crescente na Estatistica, ou mais especificamente, na Bioestatistica,
é a que trata de métodos estatisticos para analise de ensaios de bioequivaléncia de produtos
farmacéuticos. A partir dessa motiva¢io e curiosidade intelectual foi escolhido o assunto para o
presente trabalho. O objetivo deste trabalho ¢ abordar o importante e atual tema de Ensaios de
Bioequivaléncia, passando pela coleta de dados e pelas diferentes formas de analise, fazendo as
ilustragdes numeéricas € computacionais pertinentes.

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), bioequivaléncia consiste
na demonstra¢do de equivaléncia farmacéutica entre produtos apresentados sob a mesma forma
farmacéutica, contendo idéntica composi¢do qualitativa e quantitativa de principio(s) ativo(s), e
que tenham comparavel biodisponibilidade (quantidade e velocidade de absor¢ao do farmaco no
sistema circulatorio), quando estudados sob um mesmo delineamento experimental.

Os estudos de biodisponibilidade iniciaram-se a partir de 1945, apresentando significativo
desenvolvimento na década de 1960. Neste periodo a adogdo de técnicas analiticas eficientes
possibilitou o desenvolvimento de métodos sensiveis o suficiente para permitir a quantificacio de
drogas ou metabdlitos, inicialmente na urina, e posteriormente no plasma, o que possibilitou a
avaliagdo e comparag¢do da biodisponibilidade de diferentes formulagdes em voluntarios, bem
como a demonstragdo de que diferengas significativas entre estas possam ocorrer. Apds a
introdugdo da legislagio de registro compulsorio de medicamentos em 1969, que facilitou a
entrada de medicamentos genéricos no mercado canadense, o diretorio canadense do
departamento federal de saude e bem-estar comegou a utilizar bioequivaléncia como uma medida
para aprovar o registro de um medicamento durante a década de 1970. Este programa, juntamente
com outras informacgdes, foi analisado pelo FDA, orgdo a editar as primeiras diretrizes para a
realizagdo de estudos de bioequivaléncia em 1977, nos Estados Unidos. A aplicacdo destas
diretrizes fo1 ampliada no ato de restauragdo do termo de patente e competi¢ao do prego da droga
(“Drug Price Competition and Patent Term Restoration Act”) de 1984, o qual concedia ao FDA
poderes para autorizar a aprovagdo de drogas genéricas sem evidéncias clinicas de seguranga ou
eficacia, desde que a droga seja bioequivalente ao produto inovador.

Os estudos de biodisponibilidade e bioequivaléncia passaram a ser exercidos de forma

rotineira no Brasil a partir dos genéricos (Lei n® 9787/99). Neste contexto, destaca-se, pelo seu

9



pioneirismo a participagio do Dr. Gilberto de Nucci, responsavel pela implantagdo da Unidade
Miguel Servet no Departamento de Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Unicamp.

De acordo com a Resolugio RE n° 478, de 19 de margo de 2002, publicada no Diario
Oficial de 20/03/2002, em Estudos de Bioequivaléncia para Medicamentos Genéricos, as medidas
farmacocinéticas deverdo ser obtidas das curvas de concentragdo sangiiinea do farmaco em
fungio do tempo, e analisadas estatisticamente para determinagdo de bioequivaléncia.

As medidas farmacocinéticas usadas para medir biodisponibilidade que devem ser
determinadas sdo: 1) a area sob a curva de concentragdo sangiiinea em fungao do tempo, do tempo
zero ao tempo ¢ (ASC-t), em que t é o tempo relativo a ultima concentra¢do determinada
experimentalmente; ii) a area sob a curva de concentragdo sangiinea em fun¢do do tempo,
calculada do tempo zero ao tempo infinito (ASC-inf); 111) o pico de concentragdo maxima (Cmax)
do farmaco e/ou metabodlito e o tempo para atingir esse pico (Tmax) que devem ser obtidos
diretamente sem interpolagdo dos dados. Adicionalmente devem ser determinados a depuragao
(D), o volume aparente de distribuicao (Vd) e a meia-vida de eliminagao (1//2) do farmaco e/ou
metabolito.

Os dados dos ensaios de bioequivaléncia usualmente sdo provenientes de planejamentos
“crossover” com periodos definidos previamente. O mais utilizado € o planejamento “crossover”
2x2, isto €, com duas amostras de tamanho minimo 12, de acordo com as especificagdes da
ANVISA, alocadas aleatoriamente para as formulagdes de referéncia (R) e teste (T) e cruzadas
em dois periodos. O modelo “crossover” de bioequivaléncia pressupde efeitos de seqiiéncia e
periodos ndo-significantes. Ao longo deste trabalho serdo discutidos os principais conceitos
referentes aos estudos de bioequivaléncia. No capitulo 2 encontra-se uma breve revisdo de
literatura sobre os estudos clinicos e os métodos bioanaliticos, como uma tentativa de introduzir o
leitor ao assunto. No mesmo capitulo € apresentada a caracterizagdo do planejamento
experimental “crossover’ de acordo com as recomendagdes da ANVISA. No capitulo 3 sdo
abordadas as diferentes formas de analise, passando pela estruturagdo dos dados, as formas de
analise, intervalos de confianga, testes de hipoteses, dimensionamento de amostra, procedimentos
bootstrap, analise de medidas repetidas e as considera¢des adicionais, que incluem topicos sobre
outliers, analise ndo-paramétrica, uso de covariaveis, valores faltantes e bioequivaléncia

individual e populacional. Ja no capitulo 4 sdo aplicadas todas as técnicas descritas nos itens
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anteriores a partir de dados hipotéticos disponiveis no Manual da ANVISA, onde todas as
analises sao descritas passo a passo. Por ultimo, o capitulo 5 trata dos procedimentos

computacionais de analise disponiveis no mercado.

Em anexo segue um glossario com os principais conceitos para que o leitor se familiarize

com a linguagem técnica.
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2 PLANEJAMENTO

Esse capitulo foi baseado no Manual de Boas Praticas em Biodisponibilidade e
Bioequivaléncia da ANVISA.

2.1 Ensaios Clinicos

Ensaio Clinico é qualquer forma de experiéncia planejada que envolva pacientes e seja
programada para elucidar qual o melhor tratamento para futuros pacientes com uma determinada
condigdo clinica. A caracteristica essencial de um ensaio clinico ¢ que este utiliza resultados
baseados numa amostra limitada de pacientes, de forma a inferir sobre qual o tratamento que
deve ser aplicado a populagio de pacientes que necessitara de tratamento no futuro.

Segundo o manual, os estudos clinicos utilizando drogas em seres humanos podem ser
divididos convencionalmente em 4 fases:

—Fasel

E o primeiro estudo em seres humanos. Envolve cerca de 20 a 50 individuos, sendo
geralmente voluntarios sadios, de acordo com a classe da droga a ser avaliada. Sio estudos de
farmacologia clinica, nos quais se busca avaliar suas caracteristicas de seguranga e do perfil
farmacocinético.

— Fase Il

Estes estudos constituem a primeira administragio do medicamento a pacientes,
envolvendo cerca de 50 a 300 individuos. Tém como objetivo estudar o potencial terapéutico e os
efeitos colaterais do medicamento, além de estabelecer as suas relagdes dose-resposta para
emprega-las em ensaios terapéuticos mais definitivos.

— Fase 111

Sdo estudos terapéuticos multicéntricos, envolvendo no minimo 250 individuos
(usualmente este nimero chega a 3000/4000 pacientes), avaliando a eficacia da droga, sua
seguranca e comparando-as com placebo ou drogas ja disponiveis no mercado com a mesma
finalidade terapéutica. Exploram-se nesta fase o tipo e perfil das reagdes adversas mais

frequientes.



—Fase IV

Geralmente, sdo estudos de vigilancia pés-comercializagdo, para estabelecer o valor
terapéutico, o surgimento de novas reagdes adversas e/ou confirma¢do da frequéncia de
surgimento das ja conhecidas, e as estratégias de tratamento. Sdo realizados com base nas
caracteristicas com que foi autorizado o medicamento e/ou especialidade medicinal.

Assim, entre os estudos que buscam identificar parametros iniciais de eficacia e
seguranga, estdo os estudos de biodisponibilidade, quando os dados de absorgdo, distribuigao,
metaboliza¢do e eliminagdo, bem como efeitos adversos ainda ndo sdo totalmente conhecidos.
Nestes estudos, uma monitoriza¢gao médica rigorosa durante toda fase de investiga¢do da droga
faz-se necessaria. Ja os estudos de bioequivaléncia (biodisponibilidade relativa), por outro lado,
apresentam, como principal propdsito, obter evidéncias de que uma formulagdo teste nao é
diferente, do ponto de vista farmacocinético, de uma dada formulagido referéncia. Estes estudos
sdo realizados geralmente como base para solicitagdo de registro de um medicamento genérico.
Sao conduzidos habitualmente em voluntarios sadios, ou seja, um estudo nio terapéutico, onde as
caracteristicas farmacocinéticas e farmacodindamicas da droga estudada ja sdo conhecidas,

apresentando assim um risco menor que estudos iniciais de biodisponibilidade.

2.2 Método Bioanalitico

2.2.1 Introducao

A realizagao de uma pesquisa bibliografica é a primeira etapa para a busca do método
bioanalitico, que sdo procedimentos padrdes para a realizagdo de planejamentos experimentais.
Sao divididos em trés etapas: clinica, analitica e estatistica. A etapa clinica envolve a selegido € o
recrutamento dos voluntarios para o estudo; a etapa analitica € responsavel pela determinagdo da
concentragdo dos medicamentos testados nas amostras de sangue coletadas, onde se utilizam
métodos validados e as normas das Boas Praticas de Laboratorio. E a etapa estatistica analisa a
existéncia ou ndo de diferencas significativas entre o comportamento das drogas testadas,
concluindo assim sobre a bioequivaléncia. Uma vez existindo o método, ele devera ser testado
quanto a sua reprodutibilidade. Na inexisténcia de um método bioanalitico para um determinado
farmaco, o centro analitico deve desenvolver um método que responda satisfatoriamente ao

estudo desejado.



A realizagio prévia das etapas necessarias no desenvolvimento do método analitico para
os estudos de bioequivaléncia assegura ao centro analitico e ao seu contratante que 0s servigos
contratados serdo realizados no tempo previsto e com a confiabilidade necessaria dos resultados,
os quais serdo avaliados para fins de registro do medicamento em estudo. Neste contexto pode-se
afirmar que contratado e contratante ndo perderdo tempo e nem recursos financeiros adicionais se
por acaso os estudos realizados forem rejeitados no seu término em fungdo da inadequabilidade

do método utilizado e das condigdes de armazenamento ndo determinadas.

2.2.2 Pré-validacao

Os estudos de bioequivaléncia empregam a utilizagdo de voluntarios humanos, em
numero relativamente elevado, que ndo podem ser envolvidos no estudo sem a certeza de que os
seus sacrificios resultem num beneficio para a sociedade. A certeza desses resultados para os
voluntarios s6 pode ser garantida se o método analitico para realizagdo do estudo tiver sido
desenvolvido previamente de forma a assegurar que os fluidos biolégicos obtidos dos voluntarios
serdo devidamente analisados.

No desenvolvimento de um método € necessario verificar toda a metodologia de
preparagio da amostra, a qual envolve os processos de extra¢do, separag¢do, purificagdo.
identificagdo e quantificacdo do farmaco na matriz biologica. Para tanto, alguns estudos
preliminares de validagdo devem ser efetuados visando a determinacio das seguintes

caracteristicas: (1) exatiddo, precisdo e recuperac¢do; (2) linearidade e limites de quantificac¢do e
(3) seletividade.

2.2.2.1 Exatidio, Precisio e Recuperacio

A exatiddo de um método analitico descreve a proximidade dos resultados médios obtidos
pelo método em relagdio ao valor verdadeiro (concentragdo) do farmaco. A exatidio é
determinada pela analise de amostras em replicata (repetigdo), contendo quantidades conhecidas
do analito. A exatiddo deve ser medida usando um minimo de 5 determinagdes por concentra¢do.

A precisio de um método analitico descreve a proximidade entre as diferentes medidas
individuais de um farmaco. A precisdo em termos de repetibilidade é obtida quando as amostras

sao preparadas nas mesmas condi¢des de manuseio: lote, operador, equipamento, instrumento e
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ocasifo. Quando as amostras sdo preparadas com diferentes condigdes de manuseio, a precisdo
medida é a reprodutibilidade. No desenvolvimento do método, a precisdo deve ser medida usando
um minimo de trés concentragdes com cinco repetigdes.

A recuperagdo de um farmaco de uma matriz biologica € a quantidade do analito obtida
ap6s o processo de separagdo. A quantificagdo é comparada com a concentragdo nominal de um
padrdo adicionada a matriz biologica antes do processo de separagdo. A recuperagdo indica a
eficiéncia de todos os processos envolvidos no método analitico e deve ser tratada dentro de um
limite de variabilidade. A recuperagdo de um farmaco nao necessita ser de 100%, mas deve ser
consistente, precisa e reprodutivel. Quanto mais proxima de 100% for a recuperagdo, melhor o

meétodo analitico.

2.2.2.2 Linearidade e Limites de Quantificacio

O método analitico em desenvolvimento deve atender aos requisitos de sensibilidade e
detectabilidade planejados para o farmaco em fung¢do das suas concentragdes plasmaticas na
curva farmacocinética. Dessa forma € necessario determinar a relagdo entre a concentragao do
farmaco em fungio da resposta do detector, visando a determinagdo da faixa de concentragio,

onde a resposta € linear, e os respectivos limites de quantificagao.

2.2.2.3 Especificidade e Seletividade

Especificidade ¢ a busca individualizada do sinal de uma espécie Unica do analito.
Seletividade € a capacidade de um método analitico de diferenciar e quantificar o analito na
presenga de outros compostos na amostra, denominados de interferentes.

Os interferentes em fluidos biologicos podem ser originarios das fontes endo/exdgenas.
Os interferentes endogenos sao os metabdlitos e/ou precursores; produtos de degradagao do
farmaco, co-administragdo de farmacos, vitaminas e/ou seus metabolitos, produtos de interagdo
de farmaco, componente biologico ¢ outras substancias que ocorrem naturalmente em fluidos
biologicos, isto €, hormdnios, proteinas, lipidios, substancias dietéticas, etc. Os interferentes
exogenos sdo as impurezas dos reagentes usados, substancias liberadas pelos recipientes em uso

ou resultantes de lavagem inadequadas de vidrarias, equipamentos e instrumentos.



Os niveis de interferentes devem ser avaliados antes de iniciar o desenvolvimento do
método. Uma vez que o método esteja no estagio de validagdo, o teste de seletividade deve
assegurar niveis e a reprodutibilidade dos interferentes e o seu impacto na precisdo e exatiddo do
método em relagdo ao limite de quantificagao.

Uma vez que os interferentes tenham sido definidos e minimizados durante o
desenvolvimento do método nos estudos preliminares com a matriz biologica, deve-se, entdo,
planejar um estudo para melhorar a avaliagdo estatistica da extensdo dos interferentes das
matrizes bioldgicas nos diferentes voluntarios. Na pratica, interferéncia no estudo de pré-dose das
amostras é um dos problemas mais comumente observados com os métodos analiticos validados,
uma vez que eles sdo colocados em rotina. Isto surge da avaliagdo de um nimero insuficiente de
voluntarios durante a validac@o. Pela conferéncia de Washington recomenda-se uma avalia¢io de

seis voluntarios.

2.2.3 Estabilidade dos Firmacos em Fluidos Biologicos

O desenvolvimento do método € a etapa mais importante nos estudos analiticos da
bioequivaléncia, visto que o comportamento dos farmacos nas matrizes biologicas depende dos
niveis de interferentes que interagem com a molécula ativa. Um outro aspecto a ressaltar € a
mudang¢a dos constituintes da matriz biolégica submetida a processo de estocagem levando em
consideragdo o tempo e a temperatura. Assim sendo, produtos de degradagdo, complexagio,
oxidagdo, metabolitos e outras substancias alteram a resposta de um método se 0 mesmo nio for
suficientemente seletivo para os estudos com matrizes biologicas frescas e envelhecidas.

Os estudos prévios de estabilidade em matrizes biologicas sao essenciais para fornecer os
parametros de adequabilidade do método em amostras envelhecidas e condigdes de
armazenamento das amostras para os estudos analiticos da bioequivaléncia. Tais estudos
permitem a confiabilidade necessaria ao método, pois os resultados a serem fornecidos nio
correrdo risco de serem rejeitados por erros de metodologia, quando a amostra € submetida a
processo de envelhecimento. Por outro lado o armazenamento da amostra em uma dada
temperatura por um tempo determinado deve ser baseado em dados cientificos que possam

afirmar que naquelas condi¢des de estocagem o farmaco ndo sofrera alteragio.

16



2.2.4 Validacao do Método

a. Validagao Total
A validac¢do total é importante no desenvolvimento e implementagio de um método
quando aplicado pela primeira vez ou quando for utilizado para quantificar um novo analito nesta

mesma condigdo analitica.

b. Validagio Parcial

As validagdes parciais sio modificagdes do método ja validado. Uma validagdo parcial
pode compreender desde uma pequena determinag¢do de precisdo/exatidio a até quase uma
validagdo total. Algumas mudangas tipicas no método se enquadram nesta categoria, mas ndo sdo
limitadas a: transferéncias de método bioanalitico entre laboratérios ou analistas; mudanga na
metodologia analitica (ex. mudanga no sistema de detecgdo); mudanga no anticoagulante na
coleta do fluido biologico; mudanga no processamento das amostras; mudanga relevante na faixa
de concentra¢do; mudangas nos instrumentos e/ou software; volume de amostra limitado (ex.
estudo pediatrico); demonstragdo seletiva de um analito na presenga de medicagdes

concomitantes.

c. Ferramentas para valida¢ao

As ferramentas usadas para a validagdo dos métodos bioanaliticos se dividem em dois
grupos. O primeiro engloba as equagdes estatisticas, e dentre elas, pode-se citar a estimativa da
variancia, a estimativa do desvio padrdo e o coeficiente de variagao. E o segundo representa os

testes de rejeicao Teste Q e Teste de Grubbs.

2.3 Planejamento Experimental

De acordo com a Resolugdo n° 898, de 29 de maio de 2003, da ANVISA, fica
determinado que a etapa de planejamento e as demais etapas estatisticas para Ensaios de
Bioequivaléncia e Biodisponibilidade devem seguir as normas do “Guia para Planejamento e
Realizagdo da Etapa Estatistica de Estudos de Biodisponibilidade Relativa/Bioequivaléncia”. O
objetivo deste guia é fornecer algumas recomendagdes gerais para analise estatistica nos estudos

em questio.



Um dos critérios para escolher um delineamento apropriado € verificar se o delineamento
selecionado pode identificar e isolar a variabilidade inter-individual (entre os sujeitos) na analise
de dados. Qualquer delineamento que remova essa variagdo da comparagio entre formulagdes
pode ser apropriado.

O planejamento experimental mais utilizado nos ensaios de biodisponibilidade relativa e
bioequivaléncia ¢ o planejamento cruzado ou de reversio simples (“crossover design"). Mais

detalhes sobre o modelo “crossover” em Jones & Kenward (1990).

2.4 Caracterizacio do Planejamento Experimental

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitaria (ANVISA), em estudos de
bioequivaléncia, tem-se interesse na quantidade e velocidade de absor¢do do farmaco analisado
no sistema circulatorio. Esses estudos sio aleatorizados, comparativos e cruzados.

Um delineamento basico para um estudo de bioequivaléncia deve considerar importantes
aspectos, como questdes cientificas a serem respondidas; natureza do material de referéncia e a
forma farmacéutica a ser testada; disponibilidade de métodos analiticos e consideragdes do
beneficio do teste em seres humanos. Além dessas quatro questdes ha outras mais especificas,
como o delineamento experimental, a aleatorizagdo, o cronograma de coleta de dados, o periodo

de eliminagdo e o numero de voluntarios.

2.4.1 Delineamento experimental

O planejamento adequado do experimento deve ter como objetivo minimizar a
variabilidade que pode advir de vanas fontes: variabilidade inter-individual; variabilidade intra-
individual; efeito dos periodos, que pode ser causado por agdo residual de tratamentos
precedentes; erro experimental e variabilidade associada a tratamentos diferentes, como

administragdo de produtos ou dosagens diferentes.
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2.4.2 Aleatorizacio

Inferéncias estatisticas validas sio normalmente baseadas nas suposigdes de que os erros
do modelo empregado sdo variaveis aleatdrias independentemente distribuidas, o que pode ser

assegurado atraves da aleatorizag¢do, que € muito importante para futuras comparagoes.

2.4.3 Periodo de Eliminacio (“washout™) e Efeitos Residuais (*Carry-Over Effects”)

A presenga de efeitos residuais (“carry-over effects”) tem um grande impacto na
inferéncia estatistica de bioequivaléncia entre formulagdes. Uma das solugdes para esses casos
pode ser o aumento do numero de seqiiéncias (periodos) no experimento.

O periodo de eliminagdo (“washout’) € definido como um intervalo de tempo
suficientemente grande entre dois periodos de administragdo para que o efeito residual de uma
formulag¢do administrada num periodo seja eliminado até o proximo periodo.

Se um farmaco tem uma meia vida longa ou se o intervalo entre os periodos de tratamento
¢ muito curto, o efeito do mesmo pode persistir depois do fim de periodo de eliminagdo, e esse
efeito € conhecido como efeito residual. Neste caso, é necessario distinguir a diferenga entre o
efeito do farmaco e os efeitos residuais. O efeito do farmaco é aquele observado durante o
periodo no qual ele € administrado, enquanto que o efeito residual é o efeito da droga que persiste

depois do fim do periodo de dosagem.

2.4.4 Numero de voluntarios

O numero de voluntarios sadios devera sempre assegurar poder estatistico suficiente para

garantir a confiabilidade dos resultados. O poder minimo padrao é de 80%.

2.4.5 Seleciio do Delineamento Experimental

Selecionar um delineamento experimental apropriado ao planejar um estudo de
biodisponibilidade relativa ou bioequivaléncia € uma questio importante. A resposta dessa
questdo depende de varios fatores, tais como o numero de formulagdes a serem comparadas; as

caracteristicas do farmaco e sua biodisponibilidade; o objetivo do estudo; a variabilidade inter e



intra-individuais; a duragio do estudo e niamero de periodos empregados; o custo de adigdo de
um voluntario relativo a adi¢io de um periodo e a taxa de desisténcia, também chamada de

dropout.

2.5 O Planejamento *“Crossover”

O delineamento “crossover” é uma variante do planejamento quadrado latino no qual cada
coluna (bloco) recebe mais de uma formula¢gdo de um mesmo farmaco em periodos diferentes.
Uma coluna (bloco) pode ser um sujeito ou um grupo de sujeitos. Os sujeitos em cada coluna ou
bloco recebem uma seqiiéncia diferente de formulagdes.

As vantagens em se utilizar o planejamento “crossover” para estudos de bioequivaléncia
sdo: cada sujeito serve como seu proprio controle, o que permite uma comparagao do sujeito com
ele mesmo, para as diferentes formulagdes; remog¢do da variabilidade inter-individual da
comparacdo entre formulagdes, o que torna o teste de diferenca de tratamentos em geral mais
poderoso e, com uma aleatorizagdo apropriada de sujeitos para a seqiéncia de administragdo das
formulagoes, o planejamento produz as melhores estimativas ndo viciadas para diferenga (ou
razao) entre formulagoes.

Um aspecto importante também a considerar € o balanceamento do delineamento. Para
um delineamento ser dito balanceado, ele deve satisfazer as seguintes condigdes: cada
medicamento € aplicado somente uma vez em cada voluntario (sujeito); em cada periodo, o
namero de voluntarios que recebem cada medicamento tem que ser igual e o nimero de
voluntarios que recebem o medicamento i em algum periodo seguido pelo medicamento j no
periodo seguinte € 0 mesmo para todo 1 diferente de j. O balanceamento € importante para a

utilizagio das formulas propostas.

2.6 Tipos de Delineamentos “Crossover”
2.6.1. Delineamento “Crossover” para Dois Medicamentos

Nesse caso testam-se dois medicamentos: teste (T) e referéncia (R). Todos delineamentos
apresentados neste trabalho sdo balanceados. Os delineamentos crossover para este tipo de

configuragdo sdo os seguintes:



a) Delineamento crossover 2x2

E um delineamento convencional ndo replicado com duas formulagdes, dois periodos e

duas seqiiéncias. A sua configuragdo é:

Periodo
Seqtiéncia 1 2
1 R T
2 T R

Cada sujeito € aleatoriamente alocado para a seqiiéncia RT ou TR em dois periodos. Isto
¢, sujeitos alocados na sequéncia RT (TR) recebem a formulagdo R (T) no primeiro periodo de
administra¢do e a formulagao T (R) no segundo. Os periodos sdo separados por um periodo de

eliminagdo adequado para evitar a ocorréncia de efeito residual.
b) Delineamento crossover replicado

Este delineamento € recomendado para estudos de bioequivaléncia de produtos com
farmacos de alta variabilidade (coeficiente de variagdo intra-individual superior a 30%),
incluindo aqueles que sdo de liberagdo imediata (efeito do composto quimico € liberado logo
ap0s ingestdo), liberacdo modificada (quando ao usarmos de tecnologia farmacéutica,
incorporamos junto ao farmaco novos efeitos, fazendo com que ocorra uma modificagdo na
absor¢io e liberagdo do mesmo) e outros produtos de administragdo oral.

Para este delineamento os mesmos lotes das formulagdes teste e referéncia devem ser
usados para a administracao replicada. Os periodos devem ser suficientemente espagados para
garantir a inexisténcia do efeito residual.

Os delineamentos crossover replicados mais comumente usados para comparar duas

formulagdes sao:



(1) Delineamento com quatro seqiiéncias e dois periodos (delineamento de Balaam):

Periodo
Sequéncia 1 2
1 R T
2 T R
3 R T
4 T R

(1) Delineamento com duas seqiiéncias e quatro periodos:

(111 ) Delineamento com quatro seqiiéncias e quatro periodos:

Periodo
Sequéncia | 1 2 3 4
| T R R 4
2 R T T R

(1v ) Delineamento com duas seqiiéncias e trés periodos:

ou

Periodo
Seqiiéncia | 1 2 3 4
1 T T R R
2 R R T i iy
3 T R R T
4 R T T R
Periodo
Seqiiéncia 1 2 3
1 T R R
2 R i i
Periodo
Seqiiéncia 1 2 3
1 j R T
2 | R T R
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Um niumero maior de voluntarios é recomendado para o delineamento de trés periodos,

comparado com o delineamento de quatro periodos, para poder alcangar o mesmo poder

estatistico para o teste.

2.6.2 Delineamento Crossover para Trés Medicamentos

Esse delineamento é conhecido como delineamento de Williams, que possibilita testar os
mediamentos teste 1 (T1), teste 2 (T2) e referéncia (R).

Para comparar trés formulagdes de um farmaco, existem trés possiveis pares de
comparagdes: formulagdo | versus formulagdo 2, formulagio 1 versus formulagio 3 e formulagido
2 versus formulag¢do 3. Quando o numero de formulagdes a serem comparadas € grande, mais
sequiéncias e conseqiientemente mais individuos serdo necessarios, o que pode ser inviavel. Um
delineamento de uso pratico proposto por (Williams (1949) Apud ANVISA), possui propriedades

de balanceamento e requer poucas seqiiéncias e periodos, o que pode ser uma boa altemativa. Um

delineamento de Williams € dado por:

Periodo
Sequiéncia 1 2 3
R T2 T1
T1 R T2
T2 Tl R

Tl T2 R
T2 R Tl
R i T2

[« N R R R S

2.6.3 Delineamento Crossover para Quatro Medicamentos

Esse delineamento também € conhecido como delineamento de Williams, em que se
testam quatro medicamentos, teste 1 (T1), teste 2 (T2), teste 3 (T3) e referéncia (R), cuja

ilustragao é:
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Periodo

Seqiiéncia | 1 2 3 4

1 R T3 T1 T2

2 i B T2 713
3 2 TI T3 R

L 4 T3 T2 R TI




3 ANALISE DE ENSAIOS DE BIOEQUIVALENCIA

3.1 Os Dados

Esse capitulo segue a estruturacdo e recomendagdes da ANVISA em seu Manual de Boas
Praticas em Biodisponibilidade e Bioequivaléncia.

Os niveis de concentragdo de um farmaco no organismo dependem em parte da via de
administra¢do, que pode ser classificada como intravascular ou extravascular. A administragio
intravascular se da diretamente na corrente sangliinea por via intravenosa ou intra-arterial. A
extravascular inclui os meios de administra¢do oral, intramuscular, subcutaneo, transdérmico e
outros. Quando um farmaco € administrado no organismo, 0 mesmo geralmente atravessa as fases
de absorgdo, distribui¢do, metabolizagdo, e finalmente, eliminagdo. Dessa forma, a
biodisponibilidade € geralmente determinada pelas medidas farmacocinéticas, ou seja, aquelas
caracteristicas que se relacionam com a quantidade de farmaco absorvido e com a velocidade do
processo de absor¢do. Essas medidas podem ser obtidas a partir de resultados da quantificagdo do
farmaco em liquidos biologicos, como sangue ou urina, apés administragdo extravascular com

dose unica.

3.1.1 Principais Medidas Farmacocinéticas

De acordo com a Resolugdo n° 478, de 19 de margo de 2002, publicada no Diario Oficial
de 20/03/2002, em Estudos de Bioequivaléncia para Medicamentos Genéricos, 0s parimetros ou
medidas farmacocinéticas (variaveis resposta, no contexto estatistico) deverdo ser obtidas das
curvas de concentra¢do sangiinea do farmaco em fung¢do do tempo, e analisadas estatisticamente
para determinacdo de bioequivaléncia. Essa resolugdo também estabelece trés medidas
fundamentais a determina¢do da bioequivaléncia entre medicamentos: a area sob a curva de
concentrag¢do em fungdo do tempo (ASC), a concentragdo maxima observada (Cmax), e o tempo
no qual essa concentragdo foi alcangada (Tmax). A curva de concentragio do farmaco é
caracterizada pela quantificagdo de um determinado niumero de amostras biologicas, relativas a
tempos de coleta previamente estabelecidos.

A primeira ¢ mais importante medida avaliada € a area sob a curva de concentragio

plasmatica do farmaco em fungdo do tempo, freqiientemente utilizada para medir a extensdo da

[ o]
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absorg¢do, ou o montante total de droga absorvido pelo organismo, apoés administragdo de dose
Gnica de um medicamento. A determinagdo da bioequivaléncia entre dois medicamentos resulta

da comparagdo das ASC’s obtidas no experimento. Através de sua representacdo matematica

D
asc=1P_ 1)
K.vd

observa-se que esta medida € diretamente proporcional a quantidade de farmaco
efetivamente absorvido e disponivel para ser distribuido no organismo (FD). O termo K, Vd ,
dado em (1), expressa o clearance total do farmaco (depurac¢do), ou seja, sua velocidade de
eliminagdo a partir do volume de distribuigdo, sendo que K, corresponde a constante de
velocidade de eliminagdo total do farmaco no organismo.

Dentre diversos métodos para a determinagdo da ASC do tempo zero até o tempo da
tltima coleta (7, ), o mais utilizado € o método dos trapezoides usado por (Chow & Liu (2000)
Apud ANVISA). Esse método consiste na soma das areas dos trapézios determinados pelos
tempos de coleta e respectivas concentragdes. Sejam C,, C,, C,,.., C,, as concentragdes
obtidas em um experimento para os tempos de coleta 0, ¢,, ,, ..., 1., respectivamente. A ASC de

zero a 1, , denotada por ASC¢,. , é obtida da seguinte forma:

k v
ASCt, = Z[(J-‘;i)(:, ~t,) ()

=1

A area sob a curva de concentragdo em fungdo do tempo (ASC) pode também ser
extrapolada e calculada do tempo zero até o tempo relativo a completa eliminagdo do farmaco.
Essa medida € citada na literatura como a area sob a curva do tempo zero a infinito. A porgao
adicional € expressa por uma relagdo entre a Gltima concentragdo medida (', e a constante de
velocidade de eliminagdo do farmaco K,. A constante de eliminagdo € calculada para cada
voluntario como o coeficiente de inclinagido da reta de regressdo ajustada nos 4 a 6 ultimos

valores de concentragdo transformados em logaritmo de base 10, multiplicadas por uma
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constante de transformag¢do de base —2,303. A area sob a curva de zero a infinito é obtida da

seguinte maneira:

ASC., = ASCt, + (%q 3)

A ocorréncia de alguns valores faltantes e/ou valores inesperados na curva de
concentra¢io, geralmente ndo acarretara um grande impacto no calculo de ASC. Por outro lado,
se esses valores forem relativos aos ultimos pontos da curva, como por exemplo 7, , a estimativa
da ASC pode vir a ter um viés. De acordo com a legislagdo vigente no Brasil, a area sob a curva
do tempo zero ao tempo ¢, , deve ser igual ou superior a 80% da area sob a curva de zero a
infinito. O pico de concentragio maxima (Cmax), que representa a maior concentra¢io do
farmaco observada é diretamente proporcional ao montante total de droga absorvido pelo
organismo.

O tempo no qual a concentragdo maxima foi alcangada (Tmax), € o tempo de coleta no
qual foi observada a ocorréncia de Cmax, e relaciona-se com a velocidade de absor¢dao do
farmaco. Os valores de Cmax e Tmax sdo obtidos diretamente sem interpolagdo dos dados. A
determinagdo da bioequivaléncia entre dois medicamentos inclui também a comparagdo das
medidas de Cmax e Tmax obtidas no experimento para cada uma das formulagdes
(medicamentos teste e referéncia).

Adicionalmente também s3o obtidos a depuragdo (D), o volume aparente de distribuigio
(Vd) e a meia-vida de eliminagdo (1//2) do farmaco e/ou metabolito, muito embora para essas
medidas farmacocinéticas nio se tenha necessidade de tratamento estatistico.

O volume aparente de distribuigdo (V) é uma medida que correlaciona a quantidade de
farmaco no organismo com a sua concentragdo (C') no sangue ou no plasma, dependendo do
fluido bioldgico que se esteja trabalhando. O volume ndo se refere a um valor fisiologico
identificavel, mas simplesmente ao volume de liquido que seria necessario para conter todo o
farmaco no organismo na mesma concentragdo presente no sangue ou no plasma. Dessa forma, o
volume de distribuigdo de determinado farmaco pode variar em fungdo da idade, sexo, doenga e
composi¢do organica de cada pessoa. Nesse sentido, s3o extremamente importantes 0s Critérios
de inclusdo do estudo para a sele¢do dos voluntarios, na tentativa de se utilizar um grupo com

caracteristicas mais homogéneas possiveis.
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Outra medida farmacocinética ¢ a meia-vida (1//2) de um farmaco, que € o0 tempo gasto

para que a concentra¢do plasmatica reduza-se a metade, sendo definida por

_log2

A
2 K

4

Embora a meia-vida seja considerada um pardametro fraco para a determinagdo da
eliminag¢do de um farmaco, ela proporciona uma boa indicagdo sobre o tempo gasto para que um
farmaco seja removido do organismo, funcionando como um meio para se calcular os intervalos
entre as doses de administra¢gdo de um medicamento. No caso da bioequivaléncia, essa medida
funciona como uma ferramenta essencial para a determinac¢ao do tempo de descanso necessario
para a completa eliminagdo do medicamento ingerido no primeiro periodo do estudo. A
legislagao brasileira prevé que o intervalo entre os periodos do estudo deve ser de no minimo sete
vezes a meia-vida do farmaco estudado.

A depuragido (D) ou clearance de um determinado individuo é a medida da capacidade do

organismo em eliminar um farmaco, e € dada pelo produto do volume aparente de distribuigio e

da constante de eliminagao:
D=V, *K, (5).

3.1.2 Estudos Com Doses Multiplas

No caso de estudos com doses multiplas deve-se comprovar que o estado de equilibrio foi
alcangado apos a administragdo dos medicamentos teste e de referéncia.
Para estudos que empregam doses multiplas devem também ser determinados:

1) ASCt, calculado no intervalo de dose (7, ) no estado de equilibrio;

2) Cmax e Tmax, obtidos sem interpolagdo de dados;
3) Concentragdo minima do farmaco (Cmin), determinada no final de cada intervalo de dose do
estado de equilibrio;

4) Concentragdo média do farmaco no estado de equilibrio



C*= ASCrt, /1, (6)
5) Grau de flutuagdo no estado de equilibrio

GF = (Cmax — Cmin)/C* x 100] (7)

3.1.3 Outras Consideracoes Importantes

Ainda, segundo a Resolugdo n° 478 da ANVISA, os parametros ASC¢, e Cmax devem

ser transformados em logaritmo natural ou logaritmo na base 10, pois a distribuigdo destes dados
transformados se aproxima mais de uma distribuigio normal do que os dados originais. A
escolha da base do logaritmo deve ser consistente e especificada no relatorio de estudo.

A limitagio do tamanho da amostra utilizada num estudo tipico de bioequivaléncia
impede uma determinag¢do confiavel da distribui¢do do conjunto de dados. A utilizagdo da
transformagado logaritmica justifica-se em relagao ao tratamento estatistico dos dados e quanto
aos aspectos farmacocinéticos.

Em geral, uma comparag¢do preliminar de mteresse num estudo de bioequivaléncia é a
utilizagdo da razdo ao invés da diferenga, entre as médias dos parametros farmacocinéticos (ASC
e Cmax) dos dados dos produtos teste e referéncia. Usando transformacgdo logaritmica, o modelo
empregado na analise de dados permite fazer inferéncias estatisticas sobre a diferenca entre duas
médias na escala logaritmica, as quais podem ser re-transformadas propiciando inferéncias
estatisticas sobre a razdo das duas médias na escala original. (Schuirmann (1989) Apud
ANVISA).

De acordo com o manual da ANVISA, Westlake (1973, 1988) observou que um modelo
multiplicativo é adequado para medidas farmacocinéticas (ASC e Cmax) num estudo de
bioequivaléncia. Assumindo que a eliminagdo do farmaco € de primeira ordem e ocorre somente
a partir do compartimento central, a ASC, dada de acordo com a equagao (1), € obtida apoés uma
administragdo extravascular (oral). Portanto, o uso de ASC como uma medida da quantidade de

medicamento absorvido envolve um termo multiplicativo (CL = K,Vd), o qual pode ser

considerado como uma fun¢io do voluntario. Esse modelo ndo € aditivo para os dados na escala

original. A transformacgdo logaritmica da ASC resulta num modelo aditivo:



log ASC, =logF +logD —logl —logK, (8)

Argumentos semelhantes foram apresentados no caso de Cmax. Ja para o Tmax, a analise
devera ser feita pela diferenga individual (teste — referéncia), construindo um intervalo com 95%
de confianga, utilizando-se um procedimento ndo-paramétrico, devido a alta variabilidade dessa

caracteristica e pelo fato de sua distribui¢do ser desconhecida.

3.2 Métodos de Analise de Bioequivaléncia
3.2.1 Introducgio

Este capitulo segue a estruturacdo do Manual de Boas Praticas em Biodisponibilidade e
Bioequivaléncia da ANVISA. Outras fontes de referéncia importantes sdo Fleiss (1999), John
(1971) e Jones & Kenward (1990).

A analise de bioequivaléncia entre duas formulagdes de referéncia (R) e teste (T) tem sido
realizada com base nas medidas farmacocinéticas (variaveis respostas, na linguagem estatistica)
comentadas em 3.1.1. Os métodos de analise estatistica conhecidos concentram-se em
bioequivaléncia média, individual e populacional. O primeiro considera a analise sob o enfoque
das médias das formula¢des R e T, enquanto que os dois tltimos consideram a variabilidade
existente nas medidas farmacocinéticas. O método da bioequivaléncia média € o mais comumente
usado e sera abordado neste capitulo.

Os métodos estatisticos de bioequivaléncia média surgiram no fim da década de 70 e
mnicio da década de 80, como conseqiiéncia dos esforgos do FDA de apontar as necessidades de
métodos apropriados de avaliagdo estatistica dos estudos de bioequivaléncia. Os principais
desenvolvimentos foram a reformulagio das hipéteses de bioequivaléncia, 0 método do intervalo
de confianga e a abordagem bayesiana. Diversos estudos tém sido realizados para a analise de
broequivaléncia com estudos comparativos dos métodos.

Antes da comparagdo da bioequivaléncia e biodisponibilidade das formulagdes, é
interessante realizar alguns testes preliminares para verificar a presenga de efeito do periodo e de
efeitos residuais, pois a ocorréncia de efeitos residuais pode certamente aumentar a complexidade

da analise estatistica.
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3.2.2 Modelo Estatistico

Num planejamento crossover, € importante remover os efeitos residuais da comparagio ja
que o efeito de droga pode ser confundido com qualquer efeito residual. Entretanto, em algumas
situagdes isso ndo é possivel. Levando em conta os efeitos residuais, o seguinte modelo

estatistico € normalmente considerado.
Seja Y, a resposta (por exemplo, ASCr,, Cmax) do i-ésimo individuo na k-ésima
seqiiéncia no j-ésimo periodo:

Y{:’k :!!+S:L'+Pj+}ff_:.k}+Rf;-1

+ & 9)

LK)

onde;

4. média geral,
Sy efeito do i-ésimo sujeito na k-ésima sequéncia, onde i (sujeito) = 1, 2, 3,.., n, e k
(seqiiéncia)=1, 2,..., g,

P, : efeito fixo do j-ésimo periodo, j = 1, 2, ..., p tal que ZJ_ P =0;
I, : efeito fixo da formulagdo administrada na k-ésima seqiiéncia e j-ésimo periodo tal que,
2 Fyun=0;
R, 14 efeito residual fixo de primeira ordem da formulagdo administrada na k-ésima seqiiéncia
e (j-1)-ésimo periodo, tal que R, =0 e Z‘Ru =03
&, - erro aleatorio (dentro de sujeito).

Assume-se que {S, } e {¢,} sdo independentes, identicamente distribuidos (i.i.d) com

"
média zero e variancias O, e 0,2 respectivamente, onde t=1,2, ..., L (nimero de formulagdes a

serem comparadas). Assume-se também que {S, }| e {¢

,« § S80 mutuamente independentes. As

estimativas de O'f sdo geralmente usadas para explicar a variabilidade inter-individual (inter-
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sujeitos), enquanto que as estimativas de O, sdo usadas para descrever a variabilidade intra-
individual (intra-sujeitos), para a t-ésima formulagao.
Também pode-se incorporar ao modelo os efeitos residuais de segunda ordem e/ou efeitos

da interagiio direta tratamento por periodo no modelo.

3.2.3 Inferéncia Estatistica sobre Efeitos de um Delineamento Crossover 2x2

Com base no modelo apresentado na sec¢do 3.2.2 equagao (9), vemos que o delineamento
crossover 2x2 é uma varia¢do do mesmo, onde os individuos variam de1 =1, 2, ..., n . 0s
periodos de j = 1, 2 e a sequiéncia k = 1, 2. Nesse caso, a nota¢do pode ser simplificada de modo
que F,,,=F,ouF, eR, ,,= Ry ou Ry.

Como a formulagdo administrada no primeiro periodo na primeira seqiiéncia é de

referéncia, entdo;
F o= Fy parak= ] (efeito fixo da formulagdo na k-ésima seqiiéncia e no j-ésimo periodo €
igual a formulagdo referéncia se k =)
F = F; parak # j (efeito fixo da formulagdo na k-ésima seqiiéncia e no j-ésimo periodo é
igual a formulagao teste se k # ).

Para esse delineamento os efeitos residuais podem ocorrer somente no segundo periodo.
Seja R, o efeito residual da formulagdo referéncia do primeiro para o segundo periodo na
seqiiéncia 1. Portanto,

R(j—l,k} =R, sek=1legj=2;

Ry, = Ry sek=2ej=2.

Para cada sujeito, os efeitos fixos em cada periodo e seqiiéncia sdo dados por:

Quadro 1. Efeitos fixos para as seqiiéncias e periodos.

Sequiéncia Periodo 1 Periodo 2
1 (RT) Wy = u+P+F, oy = U+ P+ Fr+ Ry
2 (1R} My =p+ P+ F Moy =p+P,+F+R;




Onde u, =E(Y,), A+P =0, I3+, =0e R+ R, =0.

Para a comparagdo de biodisponibilidade entre formulagdes, € desejavel estimar e separar
os efeitos residuais do efeito da droga. Mas na pratica é normal assumir que nao existe efeito de
periodo e que ndo existem efeitos residuais. Isso se deve ao fato de que um estudo bem
conduzido pode eliminar o possivel efeito de periodo, além de que um periodo de eliminagdo
(washout) suficientemente espagado pode assegurar a auséncia de efeitos residuais. Entretanto,

em varios casos, os efeitos de periodo e/ou efeitos residuais ainda podem permanecer.

3.2.3.1 Efeitos Residuais

Considere U, =Y, +Y,, como a soma da medida farmacocinética em estudo nos
periodos 1 e 2 na k-ésima seqiiéncia, onde o indice i1 denota os sujeitos e varia de 1 a n,e k

representa a seqiiéncia (k = 1, 2). A média da soma na k-ésima seqiiéncia sera:
— 1
U, =—SNU, k=12 10
v= 2 (10)

onde U , e U, sido variaveis aleatorias independentes provenientes de populagdes normais com
variancias iguais.

Seja R=R, —R, . Sob a restri¢do de que R, + R, = 0, os efeitos residuais sdo iguais para
duas formulagoes, isto €, R = 0 se e somente se R, = R, = 0. Portanto, um teste para auséncia de

efeitos residuais é equivalente a um teste de igualdade de efeitos residuais. Em outras
palavras, a existéncia de efeito residual significa que existem efeitos residuais diferentes nas
sequéncias de tratamentos. Contudo, mas a inexisténcia do efeito residual ndo implica
necessariamente que tais efeitos sejam nulos, mas que se existirem, tém a mesma intensidade em

ambas sequéncias de tratamentos.
Quando ha iexisténcia de efeitos residuais, os efeitos de droga (isto é, /"' =/, —F} )
podem ser estimados com base nos dados de ambos periodos. Mas ndo ha estimadores nio-

viciados para os efeitos de droga caso os efeitos residuais estejam presentes. Portanto, €

importante examinar a existéncia desses efeitos.

fed
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Os efeitos residuais podem ser determinados testando-se as hipoteses:

H,:R=0 (ou R, =R,)
H :R#0 (ou R, #R;)

A rejeigdo da hipotese de nulidade nos leva a conclusdo da presenca de efeitos residuais
entre formulagdes.

Define-se R=U,—{/, como uma variavel normalmente distribuida com média R e

. . g el 1 1 3
variancia VarR = o, [—- + —-J estimada por:
n n,

Var(R) = 6’1{-]—+ i] (11)
n, n,
onde

b S T, (12)

n +n, =235
Sob H, R =0, a estatistica
AR . (13)
5zl A 1
)
noon,

tem uma distribuigdo t de Student com n,+ n,-2 graus de liberdade.

Rejeita-se a hipotese nula H, ao nivel a se

I,

>1,,(n +n,—2). onde
t,,(n, +n,—2) é o valor critico da distribuigdo t de Student, ao nivel & de significincia e

n, +n, —2 graus de liberdade.

Como a estatistica 7, envolve a estimativa de o, =2(c. + ;) que inclui as

variabilidades inter e intra individuais, ela pode ter pouco poder quando a variabilidade inter-

individual (inter-sujeitos) € relativamente maior que a intra-individual. Para aumentar o poder do

teste, (Grizzle (1965) Apud ANVISA) sugeriu testar //, usando o =0,10.
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3.2.3.2 O efeito da Droga

Consideremos a metade da diferenca das medidas em estudo entre os periodos 1 e 2 na k-

ésima seqiéncia:
d, :%(Y‘u_—Y,.!,(),i:l,“.,nk;k=l,2 (14)

e a média destas diferengas na sequéncia k

n,

d, :—I—de;kﬂ,z, (15)

”,.{- i=1

Denota-se o efeito da droga por /"= I} —F},. Se R, # R, , entdo ndo existem estimadores

ndo-viciados para F baseado nos dados de ambos os periodos. Por outro lado, se R, = R, , entdo

F=d,-d,=Y, -%, (16)

onde
Yr= -;—(_Y_n +?::] (17)
Yr= %(Y_.:i +Y 12) (18)

Yr e Yr sdo as chamadas médias de minimos quadrados para as formulagdes T e R,

respectivamente. Pode-se mostrar que /' é normalmente distribuido com média F e vanancia

= 2 I I . g ¥ e
Varl' = o [—4— —] , onde a estimativa de o, € dada por:
n.n,

) I 2,

G, _—____,)ZZ(‘I:J: -Jk): (19)

H +Ry— 2535 5



A presenga do efeito da droga pode ser examinada testando-se as hipoteses

H,: Iy =F

H,: B, £ F,

A través da estatistica

= (20)

testa-se a hipotese de nulidade. Rejeita-se FH, ao nivel « de significincia se

T

>t,,(n +n,—2). onde t,,,(n +n,—2) é o valor critico da distribui¢do t de Student, ao
nivel & de significancia e », +n, —2 graus de liberdade.

Na presenga de efeitos residuais, um estimador ndo-viciado para F pode ser obtido

usando-se somente os dados do primeiro periodo. Neste caso, um intervalo de (1- «)100% de

confianga para F € dado por:

F* +t(a/2;n +n,-2)6, [—l—+ : J 21
noon,
onde
F=¥,-F, (22)
e
-~ ] 3 ok =3 )
6 =———= Y (Y 1) (23)

m o+, -2 i

Assim, quando existe efeito residual, a hipotese nula de inexisténcia de efeito da droga é

rejeitada se [1,| >1,,,(n, +n, —2), onde
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(24)

¢ o valor da estatistica de teste e t € o valor critico da distribuigao t de Student com n, +n, -2
graus de liberdade e nivel de significancia « .

Na pratica, quando existem efeitos residuais, os dados referentes ao primeiro periodo
podem ser analisados para avaliagdo da bioequivaléncia entre as formulagdes. Entretanto, podem
vir a tona varias consequéncias, como o pouco poder para detecgio de uma diferenca
clinicamente significante devido ao aumento da variabilidade e também o fato de que ao
desconsiderar-se a informagido do segundo periodo, elimina-se o beneficio de um delineamento

crossover, que remove a variabilidade inter-individual da comparagio entre formulagoes.

3.2.3.3 O Efeito de Periodo

Um estimador ndo-viciado para o efeito de periodo P pode ser obtido como:
5 17 ) i —
P E[(}’Zl "YU)" (YIZ ‘Y::)]- (25)

As hipoteses a serem testadas sdo:

H,:R =P,

H,:P#P,.

Rejeita-se H,, ao nivel de significancia a se [I)|>1,,,(n, +n, —2) onde

T, = . (26)

¢ a estatistica de teste e t € o valor critico da distribui¢do t de Student com n, +n, —2 graus de

liberdade e nivel de significincia « .
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3.2.4 Analise de Variancia

O objetivo da analise de variancia € estudar a variabilidade nos dados observados,
particionando a soma de quadrados total das observagdes em componentes relacionados aos
efeitos fixos e aleatérios do modelo.

Com base no modelo apresentado em 3.2.2, pode-se notar que os efeitos de sujeito,
periodo, droga e efeito residual de primeira ordem, que sdo fixos, serdo testados contra o erro
aleatorio (residuo), conforme mostra a Tabela 1. Pode-se perceber também que o efeito de
sujeitos ou individuos € uma composi¢do de dois efeitos: seqiiéncia e sujeitos (seqiiéncia), que
correspondem, respectivamente ao efeito residual com 1 grau de liberdade e ao erro entre os
sujeitos dentro de cada sequéncia, de acordo com o apresentado no Manual da ANVISA. A
componente residuo (erro) representa a variabilidade dentro dos sujeitos. A Tabela 1 apresenta a
Anova para o modelo crossover generalizado para L nimero de tratamentos a serem testados nos
p periodos de tempo, e considerando n o numero de repetigdes do quadrado latino, que equivale a

metade do tamanho amostral total. Nessa tabela, a fonte de variagdo efeito residual fixo (R, ,_; ;)

nao se encontra isolada, mas com o seu efeito incorporado ao efeito de sujeitos.
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Tabela 1. Anova para o delineamento “crossover’.

‘Fonte de Grausde SQ QM  EOQM) F ~ Hipoteses
Variacgiio liberdade
Tratamento L-1 Y: y? SO N . oM, , H,:F,=0
b 19 ~=a o’ +npy FI(p-1) T !
oga para todo j
Linhas p-1 po . SO . B s oM Hy: P, =0
>y I —= P o’ +npY P’ /(p-1) ——F :
(pel'iod()s) i=l I=] A” N ij_] i=1 QME“ g
para todo j
Colunas np-1 py: y? SO . SN OM H, 18, =90
Z —E - o+ pz S; lnp 1) = :
auleiiod wm hp N np—1 o OME
sujeitos para algum k
Residuo (p-1)(np-2) Por subtragido SOE o’
(p-1)(np-2)




A tabela de analise de varidncia para um delineamento crossover 2x2, adotada pela
ANVISA, foi criada por (Hills & Armitage (1979) Apud ANVISA). De acordo com o manual da
ANVISA, (Grizzle (1965) Apud ANVISA) foi o primeiro a apresentar a tabela de Anova para o
modelo crossover 2x2, mas seus resultados foram apenas corretos para o caso especial em que
n, =n,. Anos depois, apresentou uma corregdo, mas, segundo (Grieve (1982) Apud ANVISA),
ainda apresentava inconsisténcias.

Conforme mostra a Tabela 2, pode-se perceber que o delineamento “crossover” 2x2 ¢ um
caso particular de parcela subdividida (spli-plot), onde os sujeitos formam a parcela principal, os
periodos de tempo, como medidas repetidas, sio consideradas as parcelas secundarias
(subdivisdes), e os efeitos sdo testados com diferentes denominadores (erro(A) e erro(B)). A
Anova esta particionada em duas fontes de variagdo: entre individuos e dentro de individuos. A
variabilidade entre os individuos engloba a variagdo da seqiiéncia, e o efeito dos individuos
hierarquico a seqiiéncia. O efeito de seqiiéncia sera testado com os residuos entre os individuos, e
caso ndo apresente significincia estatistica, pode ter seu efeito incorporado ao efeito de
individuos, formando uma tnica fonte de vanagao entre os individuos. A outra fonte de variagido
(dentro de individuos) apresenta os efeitos de droga, periodo e residuos dentro de individuos,
onde as somas de quadrado para efeito de droga sdo ajustadas para periodos e as somas de
quadrado para efeito de periodo sdo ajustadas para tratamentos (drogas). Os efeitos de droga e
periodo serdo testados com os residuos dentro de individuos. A Tabela 2 apresenta a Anova para

um planejamento “crossover 2x2.
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Tabela 2. Anova para planejamento “crossover” 2x2.

Fonte de Variacio GL SQ QM F
Entre Individuos
Efeito Residual 1 S0 ... 30..... OM i
(seqiiéncia) T oM,
= mnler
Residuo (entre n-2 SO, SO, ier
individuos) n-2
Individuos
(sequiéncia)
Dentro de Individuos
Droga l SQH’&H SQ.rraJ' A P QM.‘M-‘
(tratamento) et = OM
-_— nlra
PCHOdU ] SQpenadu SQperiadu QM periodo
£ QM]H{FG
Residuo (dentro n-2 S0 SO,
de individuos) H_—ZH
Total 2n-1 SO,
Seja ¥ amédia geral das observagdes. Entio
80ua =20 2 W =T Y =X 3> -7, ) +2X Y . -7 ) 27
1=l j=1 k=1 i=1 f=1 k=l k=1 i=1
onde
_ 1<
Y= 24 (28)
2mn, |11 - = - *
residua —|¥Y,,+Y,)—(Y,, +7, 9
o “"ﬂ{z[( e+ T, __1)]} 29)
: 2 i }}; -1 2 Y 2
LSQ:mer = £ i - (30)
ool fal 2 k=1 2";.
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2 s s
8O0, = =7 {L[(YEI -¥;,) - (¥ “Ym)]} (31)

2nn, |l = - = .
SQ.na- = 2 {_[(Ym ~F i Y=g~V )]} (32)
n +n, (2
€
o 2 2 . 2 m Y: 2 2 2. 2 };2'
SOunira = DI A L3k (33).
i=1 j=1 k=1 k=i 2 kg Ny fa 2n

Em ambas tabelas pode-se afirmar que o principal interesse € a significancia do efeito de
droga. Os demais efeitos podem ser considerados secundarios. Se necessario, também pode ser

adicionada ao modelo a interagdo simples entre os tratamentos (droga) e periodo.

3.3 Métodos Estatisticos para Bioequivaléncia Média

3.3.1 Introducio

Este capitulo tem como principais referéncias o Manual da ANVISA, Jones & Kenward
(1990).

O objetivo dos estudos de biodisponibilidade € verificar se a taxa e a extensio da absor¢ao
do farmaco no sistema circulatorio referentes as duas formulagdes referéncia e teste (R e T) sdo
equivalentes. Sabe-se de estudos anteriores que os perfis de biodisponibilidade de duas
formulagdes podem variar para um mesmo individuo e por isto trabalha-se com uma avaliagio
em termos médios. Se ao considerar-se as médias populacionais de alguma das medidas
farmacocinéticas de biodisponibildade, as duas formulagdes sdo consideradas bioequivalentes se
a diferenga ou a razio entre as duas médias diferir por menos que os limites especificados.
Normalmente usa-se a regra de 20% para cima ou para baixo como limites de tolerancia. Este
método de verificar a bioequivaléncia é denominado bioequivaléncia média. Existem outros
meétodos de verificar a bioequivaléncia (individual e populacional), mas neste capitulo serdo
descritos apenas os métodos de bioequivaléncia média, que sdo baseados em testes de hipoteses e

intervalos de confianga para a diferenga ou a razao das médias. Em algumas situagdes ha a
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necessidade de se trabalhar com uma transforma¢do das medidas farmacocinéticas, sendo a
logaritmica a mais usada, e por esse motivo, as analises serdo separadas em dois grupos: com e

sem transformagdo.

3.3.2 Intervalos para Bioequivaléncia

Nesta se¢do serdo apresentados os limites de bioequivaléncia baseados na diferencga e na

razdo das médias para os casos de medidas farmacocinéticas originais ou transformadas.

3.3.2.1 Medidas Farmocinéticas sem Transformacio

Para essa situag@o sdo utilizadas as médias aritméticas das medidas farmacocinéticas y, e
L, para definir os intervalos de bioequivaléncia entre R e T.

O intervalo de bioequivaléncia para a diferenga das médias € expresso por

One < My — fy <0,,,. Utilizando a regra dos limites de tolerdncia +20%. os limites inferior e

superior de bioequivaléncia sio:
0, =—020u, € 6, =0,20, (34)
e entdo o intervalo de bioequivaléncia fica determinado como:
~ 0,20, < pty — i, <0204, (35)

Na realidade esses parimetros devem ser estimados, pois dependem do parimetro

populacional, e a escolha natural acaba se tornando 6,, = —0,207, e {Zup =0,20y,,onde y, éa

inf
media amostral da formulagdo de referéncia (R). Assim, o intervalo de bioequivaléncia real é o

seguinte

—0,207, < pty — ptp < 0,207, (36)



De forma semelhante, o intervalo de bioequivaléncia para a razio das médias € expresso

N

por &, <ty / fty <0, De (35), o intervalo de bioequivaléncia para a diferenga das médias

sup *
aritméticas para as duas formulagdes é —0,20p, < u; — u, < 0,204, , entdo dividindo-se por
f,, obtém-se —020<(u; —pp)/ pp <020 ou —020<u,/u, —1<0,20, ou seja,
080 <y, / 1, <1,20 (37). Assim os limites inferior e superior de bioequivaléncia sdo,

respectivamente: o, =080 e o, =1,20.

3.3.2.2 Medidas Farmocinéticas com Transformacao Logaritmica

Denotando por # a média geométrica da medida farmacocinética na escala original X e
4 a média aritmética da medida transformada de X na base neperiana (Y = In X), pode-se
mostrar que x =Ing. E entdo, na escala original a média geométrica € 1 =exp(u). Essas

relagdes aparecem de forma organizada na Tabela 3.

Tabela 3. Relagdes entre as médias.

Escala Média Relacdo entre 17 e u
Original: X Geométrica: i i = exp(u)
Logaritmica: Y = InX Aritmética: u u=Ingu

Através dessas transformacgdes pode-se mostrar que o intervalo de bioequivaléncia para a

razdo das meédias definido por &, < 4, /1, <o, tem como limites inferior e superior

J,.c =080 e g, =1,25. Entdo o intervalo fica expresso por

=

080« <L <125. (38)

d

“~
-
=

O uso dos limites 0,80 e 1,25 para intervalo de bioequivaléncia da razdo das médias na
escala original é justificado pelo fato de haver uma correspondéncia a um intervalo de
bioequivaléncia simétrico para as diferengas na escala transformada.

O intervalo de bioequivaléncia para a razdo das médias, ao utilizar-se uma transformagao

logaritmica é dado por In0,80 < In(z, / fi,) < In(1,25)., ou ainda
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-0,2231<In i, —Inji, <0,2231. Logo o intervalo de bioequivaléncia das diferengas das

médias aritméticas na escala transformada € expresso por:

~0,2231< gty — ptp <0,2231 (39)

onde os limites inferior e superior sdo respectivamente —0,2331 e +0,2331.

A Tabela 4 apresenta um resumo dos limites dos intervalos de bioequivaléncia para as

quatro situagdes apresentadas.

Tabela 4. Intervalos de bioequivaléncia baseados na média aritmética ou geométrica para a
medida farmacocinética original ou transformada.

Escala Diferenca Razio
O <Hy — g <0, Os < Hr | g <Oy
Original -0,20y, < u; — py <0,205, 80% < w1y [, <120%
Logaritmica -0,2231< puy — pp <0,2231

80% < 2 <125%
Hp

Note que o caso da diferenca na escala original € o unico em que os limites de

bioequivaléncia dependem dos dados, os demais ja sao fixos.

3.3.3 Avalia¢ao da Bioequivaléncia Média

A comparagdo de médias (diferenga ou razio) pode ser realizada através de métodos
paramétricos ou ndo-paramétricos. Para a utilizagdo de métodos paramétricos, supde-se que a
variavel de interesse tenha um determinado tipo de distribui¢do. Em estudos de bioequivaléncia,
geralmente a medida farmacocinética com ou sem transformagdo pode ser descrita pela
distribui¢do normal. J4 para a utilizagdo de métodos ndo-paramétricos, ndo ha exigéncias sobre a
distribuicdo da variavel estudada e por esta razio, sdo também chamados de métodos de
distribuigdo livre. Portanto, boas opgdes aplicaveis para situagdes em que ndo se conhece a

distribuigao ou quando a variavel ndo segue a distribuigdo normal.



A avaliagdo da bioequivaléncia pode ser feita através de intervalos de confianga (IC) ou
teste de hipoteses. Existem varios métodos paramétricos e ndo-paramétricos para a construgdo de
intervalos de confianga e de teste de hipoteses. A seguir serdo apresentados somente os métodos

paramétricos e ndo-paramétricos padrdes para cada tipo de inferéncia estatistica.

3.3.3.1 Intervalo de Confianca

Se um intervalo com 100 (I —-«)%de confianga para a diferenga (u, —u,) ou para a
razao (u,/p,) esta dentro dos limites aceitaveis recomendados pela agéncia reguladora

(ANVISA), isto é, nos intervalos [@, .0, ] ou [

sup

:0,, ], respectivamente, entdo a conclusao ¢

inf
de que ha bioequivaléncia, caso contrario, conclui-se pela ndo existéncia de bioequivaléncia.

Se a regra de +20% ¢€ adotada para medidas farmacocinéticas sem transformagéo, o nivel
de significiancia é usualmente escolhido como 5% e o coeficiente de confianga como 95% para
testar as diferencas e razdes de médias. Para as medidas farmacocinéticas com transformagio
logaritmica, usando a regra de 80/125, o nivel de significancia a ser escolhido também é
usualmente de 5% e a confianga de 95%.

Para a decisdo de bioequivaléncia média, a regra adotada € de que o intervalo de
confianga esteja contido no intervalo de bioequivaléncia. A chance de que o intervalo com

100 (1 — @)% de confianga esteja dentro dos limites de equivaléncia ndo € necessarilamente maior

ou igual a 1-c.. Se o coeficiente de variagdo (CV) for alto, o método de intervalo de confianga

para decisdo de bioequivaléncia média pode ndo ter o nivel desejado requerido pela agéncia
reguladora, nesse caso a ANVISA (CV de 14% a 22%).

A seguir serdo apresentados os métodos padrdes paramétricos e nao-paramétricos, para a
constru¢do do intervalo de confianga para a diferenga e a razdo de médias. O método considerado

sera o do intervalo com menor amplitude.

(A) Método paramétrico de intervalo com menor amplitude (“shortest™)
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Al. Medida farmacocinética sem transformagao

Para a situagio de diferenga de médias, e supondo normalidade da distribuigdo da medida

farmacocinética a ser analisada, o intervalo de confianga para a diferenga das medias x, — 1,

com nivel de confianga de 100 (1—a)% € [LD,,;LD,,. ], sendo os limites calculados como:

V. _ 1 1 i ) 1 |
(.VT "yR)"m':(nl iy =) 8 J—+—4 (y'r _y.‘i)'i-!u!’_‘(nl +n,—-2)*s, _+__:1 (40)
V W, By H n,

onde

¥, : média de minimos quadrados da formulagao teste;

¥, : média de minimos quadrados da formulacdo referéncia;

1,,,(n, +n, —2): percentil de confianga (1 - ) da distribuigdo t de Student, com n,+n,-2 graus
de liberdade;

s; =(OM,, . /2)"*: desvio-padrio ponderado da diferenga de periodo de ambas as seqiiéncias,
onde OM, . € a varidncia intra-individual;

n,: tamanho de amostra da primeira seqiiéncia;

n, : tamanho de amostra da segunda sequiéncia.

E para o caso de razio de médias s, /u,, o intervalo com nivel de confianga
100 (1- @)% é€ calculado a partir dos limites do intervalo de confianga para a diferen¢a das
médias [LD, ;. LD, ]. Assumindo que x, possa ser substituido por ¥, , o intervalo de confianga

expresso em percentuais [LR, ;LR ] € dado por

45 19 LD,
(II_)"“ +1}100%;[ — L +1JIOO% (41)
Ve Vi

A2. Medida farmacocinética com transformacio logaritmica
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Supondo que na escala logaritmica a medida farmacocinética siga a distribui¢do normal, o

intervalo com 100 (1 — )% de confianga para a diferenga das médias aritméticas dos logaritmos

das medidas farmacocinéticas de T e R, u, —u, € obtido da mesma forma que o caso sem

transformagdo. Basta substituir em (42) os valores das estatisticas calculadas na escala

logaritmica. O intervalo sera denotado por:
LD ,LD. ] (42)

O intervalo com 100 (1 - a)%de confianga para a razdo das médias , / u, € calculado a

partir dos limites do intervalo de confianga para a diferenca das médias (LD, ;LD ). dado por
(38) e seus limites [Lffmf; !ﬁm] 830 expressos por:
[exp {!‘Dlni' } -EXp {LI')xup }] : (43)

Resumindo, a regra para decidir sobre bioequivaléncia com intervalos de confianga
paramétricos é a seguinte:
Conclui-se por bioequivaléncia se

e (LD:LD,) ou (Lﬁmf;.’ﬁm) esta contido no intervalo (6,6, ) ou

—

o (LR LR.) ou (LI m,.;Lffsup) esta contido em (J,:9,,,)

onde os limites aparecem na Tabela 5.

Tabela 5. Condigdes de bioequivaléncia para a diferenga e a razdo das médias com medida
farmacocinética com e sem transformagéo.

Escala Diferenca Razao
Original (LDye: LDy, ) © (-0.209,:0.209,) (LR, ;LR ) © (80%; 120%)
Logaritmica (LDy;LD,,) € (-02231,0.2231) (LR .: LR < (80%;125%)
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(B) Método Nio-Paramétrico baseado no Estimador de Hodges-Lehmann

O método nido-paramétrico para constru¢do do intervalo com 100 (1 -a)% de confianca

para a diferenga de médias baseado no Estimador de Hodges-Lehmann, segue os seguintes

passos:

I,

Calcular todos os possiveis pares de diferencas das diferengas de periodos entre as
seqiiéncias 1 e 2. Isto é, para os indices 1 = 1, 2, ..., n, e ) =1, 2, ..., n,. calcular
D,, =d, —d ,.quesdo estimativas de & = i, — u, para todos os pares das diferengas;
Ordenar as n,n, diferengas: D(1) < D(2) <... < D(mn,):

Calcular a mediana de {D(i), 1 = 1, 2, ..., mn,} que é o estimador pontual de
0 = u, — i, , conhecido como Estimador de Hodges-Lehmann.

Identificar os valores de {D(1), 1 =1, 2, ..., nn, }correspondentes aos percentis de ordem
o/2 e 1-0/2, denotadas por D(w(e/2))e D(w(l —ea/2)), que serdo os limites inferior e

superior do intervalo de confianga deste método.

O intervalo de confianga para esse método € definido como:

[LD s =D(w(a/2)), LD, =D(w(l-a/2)+1)] (44)

A decisdo de bioequivaléncia ¢ verificada se D(w(a/2))> 0, e D(w(l-a/2))<0,,,.

3.3.3.2 Teste de Hipoteses

Para a verificagdo de bioequivaléncia entre as formulagdes R e T, o Manual da ANVISA

propoe como hipoteses nula e alternativa, respectivamente H, contra H, :

H, :Nao Bioequivaléncia entre as formulagoes T e R
H, : Bioequivaléncia entre as formulagdes T e R

Em estudos de bioequivaléncia € usal o erro do tipo I (alfa) ou nivel de significancia igual

a 5% e confianga de 95%.

Schuirmann, em 1981, introduziu uma notagdo propria para a formulagdo das hipéteses,

que acabou servindo de base para o Manual da ANVISA (Schuirmann (1981) Apud ANVISA). O
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autor sugeriu o uso de hipoteses de intervalo de bioequivaléncia média, que podem ser

formuladas como dois conjuntos de hipoteses unilaterais:

Hy: pp—pp <6, versus Hy oo pip = pty > O

H:]: oMy — Hy 2 |'js.up Versus HIZ LMy Hp < 6’sup

Quando a medida farmacocinética € analisada sem transformagido, 6, ,e € sido

inf' sup

escolhidos como 20% de u, . Quando a medida farmacocinética € analisada com transformagio

logaritmica, 0, ;e 0,,, assumem valores -0,2231 e 0,2231, respectivamente.

As hipoteses também podem ser expressas em termos de razdes, como segue:

Hy: syl py €6, versus Hy:oopplpy >0,
H”l : AUT /#R 2 551.1[\ VErsus Hl;’. . au?‘ fluR < tss.;up
Os valores de 0,,; e J,,, quando a medida farmacocinética € analisada sem transformagéo
sao respectivamente 80% e 120%, segundo a regra de +20%, e sdo 80% e 125% quando se
utilizam transformagdes logaritmicas. Ao concluir-se que 0., < i, — u,, rejeita-se a primeira

hipotese nula; e se u, —u, <0, € rejeitada a segunda hipétese nula. Rejeitando-se ambas as

hipoteses nulas, pode-se concluir que @, <, —u, <6, e, portanto, que as médias das

formulagdes teste e referéncia sdo bioequivalentes em média. Raciocinio analogo € feito para as
hipoteses de intervalo para razao das meédias. As rejeigdes das hipdteses nulas implicam na
conclusdo de bioequivaléncia.

Os métodos de testes de hipoteses de intervalo podem ser paramétricos, quando se supoe
normalidade da medida farmacocinética em estudo, ou ndo-paramétricos, quando a suposi¢io de
normalidade € violada. Embora existam varios testes para bioequivaléncia, neste trabalho serdo

abordados apenas os métodos paramétrico padrio e nio-paramétrico padrio.
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(A) Método Paramétrico - Dois testes unilaterais t

Sob suposi¢io de normalidade, os dois conjuntos de hipoteses unilaterais podem ser

testados através de testes t unilaterais. Conclui-se que T e R sdo bioequivalentes se:

o et
p O —¥a) >| 1, (n +ny 2)] (45)

b‘d RS + S—
n,n,

onde 7, (n, +n, —2) é o valor da distribuigdo t com n,+n,-2 graus de liberdade e nivel de
significancia .

O procedimento dos dois testes t unilaterais é operacionalmente equivalente ao intervalo
de confianga classico, isto €, se o intervalo de confianga classico de 100 (1 — )% para a diferenga
das meédias esta dentro dos limites, entdo, ambas as hipoteses nulas conjuntas sdo também

rejeitadas ao nivel de significancia a. pelo procedimento dos dois testes t unilaterais.

(B) Método Nao-Paramétrico — Dois testes unilaterais de Wilcoxon

As hipoteses conjuntas formuladas para a diferenga das médias das formulagdes teste e
referéncia sdo utilizadas no teste ndo-paramétrico de Wilcoxon, cujos calculos seguem os

seguintes passos:

1. Calcular as diferengas de periodos d,, ,1=1,2, ..., n., k =seqiiéncia =1, 2;

2. Obter os estimadores de 6, = (4, — 1, ) -6, como fungdes lineares de d, |,

1=1,2, ., n,k=1,2: b, =d, -6, para individuos da seqiiéncia 1 (RT) ou

b, =d, para individuos da seqiéncia 2 (TR). O quadro 2 mostra os valores das fungdes

para h = inf, sup para o individuo i na seqiiéncia k:



Quadro 2. Valores das fung¢des para os testes unilaterais de Wilcoxon.
RT d beis, =d; —0 b

=d, -0,

inf,7,1 inf sup.i,1 i1 Yaup

TR diz b,-n“.g = d,z bsup.z.z = dr:

3. Ordenar b, ,i=12..n e b, ,,i=12..,n, numa amostra combinada e

assinalar postos R(b,;, , )aos valores ordenados.

4. Ordenar de b, ,i=12..,n e b, ,,i=12..,¢n numa amostra combinada e
assinalar postos R(b,,,,,) aos valores ordenados. Somar os postos R(b,,,)dos sujeitos
da sequéncia 1, obtendo R, e somar os postos R(b,,,,,)dos sujeitos da seqiiéncia I,
obtendo R, .

O teste de Wilcoxon para as hipoteses de intervalo ¢ baseado em R ; e R, . Conclui-

se pela bioequivaléncia média quando:

Wee = R =i (m, +1)/2>w(l-a) (46)

W =R, —n(n +1)/2 <w(a) 47)

onde w(l—a)=nn,—w(a) e w(a) sdo os percentis das distribuicdes da estatistica de
Wilcoxon.
Quando n, +n, ¢ grande e a razdo n, /n, =0,5, a aproximagdo pela distribuigio normal

pode ser utilizada. Neste caso, a bioequivaléncia média é verificada quando:

Zoe =[Rpe —0,5* n(n, +n, +1)]/[0,0833% n, *n,(n, +n, +1)]'* >Z, (48)
e
2o :[Rw —0,5%n(n, +n, +1)]/[0,0833*n, *n,(n, + n, +I)]I # >-Z, (49)

onde Z, ¢€ o valor da normal padronizada, ao nivel de significincia « .
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3.3.4 Poder dos Testes Unilaterais

O poder de um teste estatistico para verificar a bioequivaléncia entre duas formulagdes R
e T é definido como a probabilidade de rejeitar a hipotese nula (ndo bioequivaléncia) quando a
hipotese nula é falsa, ou seja, quando as formulagdes R e T s@o bioequivalentes de fato. O poder
de um teste esta ligado a duas importantes consideragdes: a primeira, para a fase de planejamento
do estudo de bioequivaléncia, que € o calculo do tamanho de amostra, e a segunda, para a
comparagdo entre dois testes de hipoteses, por exemplo, teste paramétrico € ndo-paramétrico. Em
planejamentos estatisticos normalmente deseja-se um poder minimo de 80%. Para o calculo do
poder, em estudos de bioequivaléncia, o Manual da ANVISA apresenta um algoritmo, onde sao
necessarios os valores de 8 = u, — u,, A=-0, =0, e o, ou coeficiente de variagio (CV %).

O poder empirico dos dois testes unilaterais t pode ser obtido através do seguinte
procedimento:

Etapa 1: Gerar amostras de tamanho n, + n, de acordo com o modelo, com valores pré-
estabelecidos de u,, u,, o; e o..

Etapa 2: Para um dado A, calcular 7., 7, .

Etapa 3: Repetir etapas 1 e 2 B vezes.

Etapa 4: O poder empirico € a propor¢io entre as b amostras, tais que
Ty>t,(n+n,-2) e T, <—t,(n +n,—-2), onde t,(n +n, —2) éo valorda distribuigdo

t de Student com », + n,-2 graus de liberdade.

Para o caso ndo-paramétrico, o poder empirico dos dois testes unilaterais de Wilcoxon

pode ser obtido de forma semelhante, através do seguinte procedimento:
Etapa 1: Gerar amostras de tamanho », +n, de acordo com o modelo, com valores pré-

estabelecidos de u,,, u,, o e o..

Etapa 2: Para um dado A, calcular R, R

sup ?

H/inf € W‘;up'
Etapa 3: Repetir etapas | e 2 B vezes.
Etapa 4: O poder empirico é a propor¢io entre as b amostras, tais que W, >Z_ e

W, <—Z,,onde z € o valor da distribuigio normal padrdo com nivel de significancia « .



Maiores informagdes sobre o poder dos testes em ensaios de bioequivaléncia podem ser
encontradas em (Chow & Liu (2000) e Schuirmann (1987) Apud ANVISA), como consta no
manual da ANVISA, onde é apresentada a fungdo poder dos testes unilaterais t. O célculo da
fungio poder pode ser realizado por integragdio numeérica ou atraves de simulagido (poder
empirico). Os autores também realizam um estudo de simulagdo para comparar oS testes t

unilaterais e de Wilcoxon utilizando os poderes empiricos dos dois testes para varios valores de

0 =A=20% e do coeficiente de variagio (CV). Desses estudos concluiu-se que o poder do

teste paramétrico ¢ maior que o poder do teste ndo-paramétrico, embora as diferengas sejam

inferiores a 20% em todos os casos considerados.

3.3.5 Dimensionamento de Amostra

Em estudos de bioequivaléncia ha inimeras questdes a respeito do dimensionamento de
tamanho de amostra, e visando resolver tais questdes, a ANVISA recomenda realizar um pré-
estudo do poder baseado na estimativa da variabilidade intra-individual a partir de estudos
anteriores disponiveis. O tamanho de amostra apropriado € escolhido de forma a se garantir um
poder desejado para a avaliagdo da bioequivaléncia dentro de limites considerados clinicamente
importantes.

Teoricamente o tamanho de amostra necessario para realizar um estudo de
bioequivaléncia necessita de algumas informagdes relativas ao farmaco em estudo, tais como a
variabilidade do farmaco nos individuos, medida pelo coeficiente de variagio CV (%) e o
tamanho minimo do efeito que se quer detectar (por exemplo, magnitude da diferenga entre as
médias das duas formulagdes). Estas informagdes definiriam o desenho a ser utilizado, e em
consequéncia, o calculo do tamanho de amostra requerido. Entretanto, a obtengao destas
informagdes a priori teoricamente € bastante dificil, fazendo com que na pratica seja realizado um
estudo piloto.

A Resolugao RE n® 478 de 19 de margo de 2002 sugere n = 24 como o tamanho minimo
da amostra para estudos crossover 2x2 de bioequivaléncia média. Utilizando a formula
aproximada de calculo de tamanho de amostra de (Chow & Liu (1992) Apud ANVISA), nota-se
que o tamanho de amostra 24 estaria dentro de uma faixa percentual de CV de 14% a 22% para
A = 0% ou 5% e poder = 80% ou 90%.



A representatividade da populagio na amostra, ou validade, € assegurada pelo
planejamento cientifico da pesquisa. O processo de amostragem comega com a determinagdo do
tamanho e com a coleta adequada.

Os elementos essenciais para o dimensionamento de amostras sdo: fixar um nivel de
confian¢a o, 0 tamanho minimo do efeito que se quer detectar A e dentro do contexto de testes
de hipoteses, acrescenta-se 0 poder estatistico do teste 1-B. As fontes desses dados sdo estudos
anteriores realizados em populacdes e em condi¢des semelhantes. Em procedimentos mais
simples, determina-se o tamanho de amostra adequado baseando-se apenas em uma variavel de
destaque no estudo, o que ndo garante que seja suficiente para as outras variaveis também de
interesse. Como os estudos de bioequivaléncia sdo baseados em varias medidas farmacocinéticas,
idealmente os calculos devem ser feitos para cada uma delas.

Chow & Liu (2000) Apud ANVISA fornecem uma formula aproximada para calcular o
tamanho da amostra baseado na fungdo de poder do teste por hipdtese de intervalo. Como o poder

€ simétrico em relagdo a zero, considera-se apenas o caso em que 0 > 0. Para um nivel de
confianga de 1-ot , um poder de 1-B, estimativa ¢ e limite de bioequivaléncia pré-fixado A

quando 0 <@ =0, <A, o tamanho da amostra € dado por:

. o
1 (0,) 224202 + lpan-2) 12( . J (50)

onde

n: tamanho de amostra;

A=-0 =0, limites de bioequivaléncia;

o e 3: probabilidades dos erros do tipo I e II, respectivamente;

ly wiay €1, .. percentis da distribuigdo t de Student com v graus de liberdade correspondente ao
nivel de confianga 1-o , respectivamente para hipoteses bilateral e unilateral;

!, ;. designa o percentil da distribuigdo t de Student com v graus de liberdade correspondente a

um poder 1-;

L1
th



Gy =0M.,. ! V2 : estimativa do desvio-padrio ponderado da diferenca de periodo de ambas as

int ra

sequiéncias.

Se a regra de + 20% for usada com A=0,2 y, , torna-se

( cv ¥
n(0,) 211,202 t ’(ﬁ.:»:—:}]w[m] (51)

onde

0, =100%0, / u,. (52)

3.4 Procedimentos Bootstrap

3.4.1 Introducao

Este capitulo fo1 escrito seguindo Albanese (1990) e Manly (1997).

O bootstrap € um procedimento geral de reamostragem introduzido por Efron (1979) para
estimar a distribuigdo das estatisticas baseadas em observagdes independentes. A palavra
‘bootstrap’ ou ‘bootstraping’ foi usada por Efron para seguir o espirito de (Tukey (1958) Apud
Albanese (1990)), que usou o termo ‘jackknifing’ para descrever seus estudos posteriores sobre
métodos de reamostragem (“resampling”).

A esséncia dos métodos bootstrap € a 1déia de que na auséncia de alguma informacgédo
sobre a populagdo, a distribuigdo dos valores encontrados na amostra aleatoria de tamanho n da
populac¢do seja o melhor guia para a distribui¢ao populacional. Em outras palavras, a populagdo
infinita que consiste nos n valores amostrais observados, cada um com probabilidade 1/n, é usada
para modelar a populagio real desconhecida. A amostragem € com reamostragem, que € a inica
diferenga na pratica entre bootstrap e aleatorizagdo em muitas aplicagdes.

Um dos principais temas em pesquisa nas técnicas bootstrap, nos ultimos quinze anos,
tém sido o desenvolvimento dos métodos para calcular limites de confianga validos para
parametros populacionais. Mais recentemente, os testes de significancia bootstrap tém recebido

muita importancia, tornando-se um dos principais pontos de pesquisa.
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3.4.2 Técnica Bootstrap

O método bootstrap ndo-paramétrico ou empirico consiste no seguinte:

Considere X, X,,.., X, variaveis aleatorias independentes e identicamente distribuidas
(iid) oriundas de uma populagdo com fungdo de distribuigdo F desconhecida, e cujo principal
objetivo € fazer inferéncias sobre o vetor 3 de parametros da populagio.

Seja B(xl,xz,...,xp) um estimador de [} baseado no tamanho de amostra n e F asua
distribuigdo empirica.

A técnica bootstrap aproxima a distribuigdo amostral de 3 sobre F da distribuigdo amostral

de f sobre I Este procedimento € realizado com base no método de Monte Carlo, que consiste
na realizagdo dos seguintes passos:

(1) Construa E.

-

(2) Retire a amostra bootstrap, x'1,x2,...x , iid com fungio distribui¢do acumulada F e

calcule
B =p(X,.X;,...X,) (53)
(3) Repita independentemente por B vezes o passo 2 (para valores de B grande), obtendo ,5’; b=

1,2, ..., B. Afuncio distribuigao de ﬂ € aproximada por
Fy () =P (B, <y)/B (54)

A estimativa bootstrap de P baseada nas B replicagdes é a média das estimativas ﬁb , ou

seja,

B =Y B, IB (55)
e a matriz boostrap de variancia — covariancia pode ser descrita como

S o=B-0"Y. B -BNB B (56)



-~

Quando o numero de replicagdes B — «, B serd aproximado a estimativa bootstrap de

Be D , écorrespondente a estimativa bootstrap da matriz de varidncia — covaridncia X

A estimativa bootstrap do vicio ou viés € a diferenga entre a estimativa do parametro f e

a estimativa bootstrap /3, ou seja,

- -

vicio= - 57

O resultado basico da teoria bootstrap € que as distribuigdes empiricas das estimativas dos
parametros obtidas por esse método sdo assintoticamente as mesmas que as das distribuigdes
amostrais daqueles parimetros na amostragem da popula¢do da qual a amostra original foi

retirada.

Nio ha nada que diga que o método bootstrap deva ser realizado ndo parametricamente.
Se ha razdes para acreditar que a verdadeira distribuicdo de F € normal, por exemplo, pode-se
estimar F por suas estimativas paramétricas de maxima verossimilhanga I

Efron (1979) também sugere que o método da expansdo das séries de Taylor possa ser
utilizado para obter a média e a vandncia aproximadas da distribuigdo bootstrap de ,6‘",
mostrando que ambas diferem apenas em detalhes do método jackknife padrio.

(Efron (1983) Apud Albanese (1990)) discute diferentes tipos de intervalo de confianga

usando a técnica bootstrap, mostrando que € necessario ter no minimo 1000 amostras para

computar o BC (intervalo do percentil corrigido para viés) e os intervalos BC,, enquanto que

para o método mais simples, intervalo para percentil, 250 replicagdes podem dar resultados uteis.
O intervalo para percentil é obtido fazendo B € (I, 'ﬁ,j;) COMO uma aproximagio para

a ?

o intervalo central com (1 —a)100% de confianga para [3.

3.4.3 Intervalos de Confianca Bootstrap em Estudos de Bioequivaléncia

O método mais simples de construgdo de intervalos de confianga € usando uma
aproximag¢ao para a distribui¢io normal com uma varidncia estimada pelo método nio-

paramétrico delta. Se /, representa o valor de influéncia empirico para a observagio Y, entdo a

variancia aproximada é dada por



v =N (58)
Desse modo, o intervalo de confianga para o parametro 6 de interesse é
t+v, *z(1-a) (59)

em que t é um estimador de 6. Se uma amostra bootstrap de tamanho pequeno € gerada, pode-se
ter um viés de estimagdo. Para isto, pode-se calcular o vies b, e a varidncia v,, e o intervalo de

confianga correspondente com coeficiente de confianga (1-a) é dado por:

t—b, v, *z(1-a). (60)

Desse modo, tem-se o intervalo de confianga calculado com uma corregio de viés.

Quando se considera um método bootstrap basico, a inica mudanga que se faz para obter
um intervalo de confianga ndo-paramétrico € considerar a fungdo de distribui¢do empirica ol
Este método pode ou nio fornecer uma melhoria no método anterior, através da obtengdo do Q-
Q-plot normal dos valores bootstrap ¢ . Desse modo, um intervalo de confianga bootstrap
“studentized” pode ser aplicado. Considerando a varidncia ndo-paramétrica v, calculada pelo

meétodo delta, entao os limites de confianga sao dados por:

t+v, "2 (R+1)(1-a)) (61)
£
t+v, 2" ((R+Da) (62)
onde
z =@ -1)/v,'"”? (63)

e R € o numero de replicagdes bootstrap.
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3.5 Analise de Medidas Repetidas em Planejamentos Crossover 2x2

Este capitulo tem como objetivo principal apresentar uma revisdo sobre a analise de
medidas repetidas no contexto de ensaios de bioequivaléncia pelo fato de se tratar de um assunto
ainda ndo muito explorado e a disponibilidade de material escasso. Serdo apresentados alguns
topicos importantes, como a escolha de uma adequada estrutura de covariancia, entre outros, para
assim explanar um modelo simples, visto que a analise de medidas repetidas € um assunto
complexo e vasto e seria necessario um trabalho mais extenso para especificar todos detalhes,

aplicagdes e derivagdes.

3.5.1 Caracterizacio

Medidas repetidas sdo investigagdes cientificas em que o interesse ¢ dirigido para a
avaliagdo do comportamento de uma ou mais variaveis respostas ao longo de uma dimensao
especifica como o tempo, a distdncia de uma certa origem ou dosagem de uma determinada
substincia. De uma forma geral, esse tipo de pesquisa envolve observagdes de um conjunto de
unidades de investigagdo classificados em diferentes subpopulagdes, segundo um ou mais fatores
ou tratamentos ao longo de diversas condigdes de avaliagdo.

A analise classica de medidas repetidas utiliza modelos lineares gerais, nas duas solugdes
tradicionais, caracterizadas como analise univariada de perfis e analise multivariada de perfis.
Também se inclur a analise de tendéncias de variagdo, onde pode-se investigar a existéncia de
tendéncias lineares, quadraticas ou de graus superiores, e dentro dessas tendéncias, analisar as
possiveis diferengas entre os tratamentos. A analise moderna de medidas repetidas utiliza
modelos mistos para acomodar a estrutura de correlagio produzida devido as medidas repetidas.

De acordo com Jones & Kenward (1990) pode-se dizer que o delineamento crossover é
um exemplo tipico de sequéncia de observa¢des ou medidas repetidas, ja que consiste em
observagdes de sucessivos periodos de tratamento. Entretanto, uma seqiiéncia de observagdes
pode também ser coletada enquanto o sujeito esta sob o mesmo tratamento experimental. Usa-se
o termo medida repetida para referir-se a essa seqiiéncia.

Na maioria dos estudos ¢ feita uma tentativa para assegurar que as medidas sejam feitas
em tempos equivalentes para cada sujeito. Se todos os sujeitos entram no experimento a0 mesmo

tempo, entdo as medidas também poderdo ser feitas aproximadamente no mesmo tempo absoluto.
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Da mesma maneira, 0s tempos serdo os mesmos relativos ao mesmo ponto inicial. As medidas
repetidas podem conter informagdes uteis na forma de verificar a existéncia de efeitos residuais.
E possivel que um efeito possa aumentar durante o periodo de tratamento e isto podera ser
mostrado completamente na analise de medidas repetidas na forma da interagdo efeito residual
por tempo.

As medidas repetidas de cada sujeito podem ser reduzidas a poucas estatisticas
descritivas, que podem ser analisadas separadamente usando técnicas univariadas padrdo ou
técnicas multivariadas analogas. O uso de estatisticas descritivas tem as grandes vantagens de
simplicidade e robustez, além da maior facilidade de compreensdo. Isso ¢ aplicavel sempre que €
possivel resumir aspectos relevantes de perfis com poucas estatisticas escolhidas a priori.

A dificuldade na analise de medidas repetidas € a escolha adequada da estrutura de
covariancia, devido a natureza seqiiencial dos dados em cada unidade experimental. Se é possivel
assumir que a estrutura de covariancia € uniforme, entdo os métodos classicos de analise, como a
analise de varidncia univariada poderdo ser usados, caso contrario métodos mais sofisticados

devem ser empregados.

3.5.2 Estrutura de Covariancia

Na pratica existem trés tipos de analise estatistica comumente usadas na analise de
medidas repetidas. A analise de varidncia univariada é como se fosse um experimento em parcela
subdividida (split-plot), com os tratamentos (drogas) como o fator da parcela e o tempo como
fator da subparcela. Esse tipo de analise ignora a estrutura de covariancia, o que pode resultar em
conclusdes incorretas. As analises univariada e multivariada para transformagdes lineares das
medidas repetidas, tais como a inclinagdes e outras tendéncias em curvas de regressio, diferengas
entre respostas de diferentes pontos de tempo, evitam a estrutura de covariancia, podendo resultar
em analises ineficientes, o que seria equivalente a um desperdicio de dados. E os métodos
baseados em modelos mistos com estruturas de covaridncia nos permitem eficientemente
conduzir a questdo diretamente na modelagem da estrutura de covariancia.

A justificativa para a maioria das analises serem baseadas na Anova padrido podem ser
encontradas no processo de aleatorizagdo usado no delineamento experimental.
Independentemente de qual delineamento seja usado, e se os efeitos residuais serio ou ndo

ajustados, a alocagdo aleatoria dos sujeitos nas seqiiéncias pode ser usada para proporcionar
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algum suporte de igualdade nas estruturas de covaridncia entre seqiiéncias, mas nio como se tém
visto, para propriedades de estruturas dentro das seqiiéncias. Uma forte restrigdo na aleatorizagao
do planejamento ou a inclusdo de efeitos residuais na analise significa que nio se pode justificar
uma particular estrutura de covaridncia dentro de sequiéncias de um planejamento isoladamente.
Normalmente comega-se testando uma particular estrutura de covariancia para modelar a
estrutura dos dados, e apos essa tentativa inicial, testam-se outras estruturas de covariancia,

visando construir um modelo mais adequado aos dados.

3.5.3 Metodologia de Modelos Mistos para Anilise de Medidas Repetidas de Dados em
Estudos Crossover

A metodologia de modelos mistos constitui-se atualmente no procedimento mais utilizado
e difundido para a avaliagdo de medidas repetidas, resultando em uma generalizagdo do modelo

linear geral, separando os efeitos fixos dos aleatérios, cuja caracterizagdo € dada por:
Y=XB+Zu+eg, (64)

onde Y ¢ o vetor de dados observados, X € a matriz de planejamento para os efeitos fixos, 3 € o
vetor de parametros associados aos efeitos fixos, u € o vetor de parametros associados aos efeitos
aleatorios e €€ o vetor de erros aleatorios ndo-observaveis. Os vetores u e €530 ndo
correlacionados, com esperangas nulas e matrizes de covariancia G e R, respectivamente.

A parametrizagio das estruturas de covariancia vai desde a estrutura mais restritiva, que €
a de Componentes Simétricos, até a Nao-Estruturada, que € a estrutura menos exigente ou
restritiva, passando por varias outras, como por exemplo, Auto-Regressivo de 1° Ordem,
Toeplitz, H-F, Componentes de Variancia, Toeplitz Heterogéneo de 1* Ordem, Auto-Regressivo
de 1" Ordem e Média Movel e Antedependéncia de 1" Ordem.

O modelo estatistico apresentado na se¢do 3.2.2 sera usado para representar a analise de
medidas repetidas de um delineamento crossover. Serdo acrescentadas a esse modelo as
interagdes simples entre as formulagdes e o tempo e o periodo e o tempo. Essa nova proposta de

ajuste de modelo é dada por
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Yo =+ 8y + P+ Fy + T, + 1, *Fyn ¥ T * P+ R + & (65)

onde

Y, : variavel resposta (por exemplo, 4SC7,, Cmax) do i-ésimo individuo na k-ésima seqiiéncia
no j-ésimo periodo e l-ésimo tempo;

u - média geral;

S, : efeito do i-ésimo sujeito na k-ésima seqiiéncia, onde 1 (sujeito) = 1, 2, 3., n, ek
(seqiiéncia) =1, 2,..., g;

P, : efeito fixo do j-ésimo periodo, j = 1,2, ...,p tal que Z’_ P =0

I,  efeito fixo da formulagdo administrada na k-ésima seqiiéncia e j-ésimo periodo tal que,

5 Bypy=0;

T, : efeito do 1-ésimo tempo como medida repetida, onde | =1,2, .., t;

T, * F,,,,: interagdo simples entre o l-ésimo tempo e as formulagdes administradas na k-ésima
sequiéncia e j-€ésimo periodo;

T, * P, : interagdo simples entre o 1-ésimo tempo € o j-€simo periodo;

R, ;" efeito residual fixo de primeira ordem da formulagdo administrada na k-ésima seqiéncia
e (j-1)-ésimo periodo, tal que R, =0 e ZRU_,_“ =0;

&, - erro aleatorio (intra-sujeito).

Assume-se que {8, } e {¢,, | sdo independentes, identicamente distribuidos (i.i.d) com

9 2

média zero e varidncias O, e O; respectivamente, e mutuamente independentes.

A esse modelo pode-se também incluir os efeitos residuais de segunda ordem e a
interagdo simples entre efeito residual e os periodos de tempo, para verificar a ocorréncia de um
aumento nos efeitos residuais durante o periodo de tratamento.

O ajuste do modelo foi realizado no programa SAS. O programa | mostra o ajuste para a
variavel concentrag¢do, na op¢io “Repeated Measures™, onde a estrutura de covariancia escolhida

for a CS (Componentes Simétricos) e o programa 2, realizado em outra op¢do do SAS, “Linear
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Models”, traz o ajuste para todas as medidas farmacocinéticas envolvidas no estudo. Abaixo

segue a rotina de programacao.

PROGRAMA 1

*** Repeated Measures ANOVA Analysis *#**;
proc mixed data=ParteMED.medida_repetida;

class SUJEITO TEMPO DROGA SEQUENCIA PERIODO;

model CONCENT = TEMPO DROGA SEQUENCIA PERIODO
DROGA*TEMPO TEMPO*PERIODO/ ddfm=satterth

htype=3 outp=WORK. PRED;

repeated TEMPO / sub=SUJEITO(SEQUENCIA) type=cs;

run;

PROGRAMA 2

*** Linear Models Analysis ***;
proc glm data=PARTEMED.resumo;

class SUJEITO PERIODO SEQUENCIA DROGA;

model TMAX CMAX KE T1_2 ASCT ASCINF = PERIODO SEQUENCIA
DROGA

SUJEITO(SEQUENCIA) / SS3;

test H=sequencia E=sujeito(sequencia);

3.6 Algumas Consideracoes sobre Bioequivaléncia
Este capitulo foi baseado no Manual da ANVISA, e tem como maior intuito fornecer uma

visdo geral de alguns aspectos muito importantes em ensaios de bioequivaléncia que ndo foram

abordados nos capitulos anteriores.

3.6.1 Observacoes Atipicas (“Outliers™) em Estudos de Bioequivaléncia

Um dos problemas geralmente encontrados nos estudos de biodisponibillidade e

bioequivaléncia é o fato do conjunto de dados conter valores extremamente altos ou
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extremamente baixos. Essas observagdes atipicas (outliers) podem representar um grande
impacto na avaliagdo da bioequivaléncia. Existem basicamente trés possiveis tipos de outliers nos

estudos de bioequivaléncia:

1. Valores inesperados na curva de concentra¢do plasmatica em fungdo do tempo, para

determinados tempos de coleta;

19

Valores extremamente altos ou baixos para determinada formulacao (teste ou referéncia) e;

3. Individuos incomuns que exibem biodisponibilidade muito inferior ou muito superior com
relagio ao medicamento referéncia, ou seja, uma diferenga muito grande para o
comportamento da curva entre as duas formulagdes, implicando em valores diferenciados

para todas as medidas farmacocinéticas avaliadas.

Para o primeiro tipo de outlier, as observagdes inesperadas da curva de concentragdo
plasmatica em func¢do do tempo, normalmente tém um efeito pequeno sobre o calculo de ASC
(area sobre a curva de concentragdo), e conseqlientemente tem um pequeno efeito na comparagao
da biodisponibilidade.

O segundo tipo de outlier caracteriza-se pela presenga de valores muito altos ou muito
baixos para a medida avaliada em determinada formulagdo, ou em outras palavras, significa que a
distancia entre os valores da medida farmacocinética para o medicamento teste e 0 medicamento
referéncia de um determinado individuo € muito grande. Esse tipo de outlier tem certamente um
grande impacto na avalia¢do comparativa, considerando o critério da bioequivaléncia média, pelo
fato da meédia ser um estimador muito sensivel a presenga de valores extremos.

Para o terceiro tipo de outlier, similarmente ao segundo caso, a presenga de um individuo
atipico pode vir a anular a conclusdo de bioequivaléncia do estudo. A constatagdo de
biodisponibilidades extremamente baixas, ou extremamente altas entre os voluntarios, pode vir a
indicar que a variabilidade da resposta a alguma das formulagdes nao ¢ homogeénea.

Portanto, uma analise comparativa da biodisponibilidade, sob a presenga de individuos
potencialmente atipicos, possivelmente pode ter que lidar com a rejeigdo da bioequivaléncia entre

as formulagdes testadas, quando na realidade, elas sdo bioequivalentes. Nesse sentido, a selegdo e
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os critérios para inclusio de voluntarios nos estudos podem atuar como fatores determinantes no
intuito de evitar a presenca de voluntarios atipicos nos ensaios de bioequivaléncia.

Para um determinado conjunto de dados, um individuo outlier potencial pode ser
detectado através da plotagem dos valores da medida farmacocinética avaliada para os diversos
voluntarios, da formulacio teste contra referéncia. O individuo € detectado em fungdo do seu
respectivo ponto apresentar um grande desvio em relagdo a retay = x.

Uma outra ferramenta visual bastante Gtil para a identificagdo de possiveis outliers € o
diagrama de caixas ou boxplot, construido de forma a fornecer informagdes sobre a simetria e
variabilidade dos dados.

Os estudos para detecgio de valores potencialmente atipicos tém recebido bastante
atencdo nas ultimas décadas, e em particular, o desenvolvimento de métodos para o tratamento de
outliers em modelos de regressdo linear. Como normalmente os estudos de biodisponibilidade
ndo se aplicam a utilizagdo de modelos de regressio linear, torna-se necessario o
desenvolvimento de novos métodos que venham a proporcionar maneiras de identificar
observagdes atipicas nesse caso. Uma vez detectada uma observa¢do atipica, a questio de
interesse, portanto, € saber qual o peso daquele valor em relagdo a avaliagdo da bioequivaléncia.
Com base nas indicagdes dos Orgdos reguladores e nas legislagdes vigentes, a retirada de
voluntarios de um estudo em fung¢do de seus dados nao se apresentarem de maneira similar aos
dos outros voluntarios sem justificativa convincente pode afetar a validagdo do estudo. Em
muitos casos, ndo ha como precisar se essa aparente ndao similaridade € resultado de erros
laboratoriais, erros de transcrigdo ou outras causas nio relacionadas a bioequivaléncia. Portanto, a
retirada de voluntarios do estudo nao € recomendada, especialmente para experimentos ndo
replicados. A legislagdo brasileira preconiza que no caso de retirada de voluntarios que
apresentarem comportamento discrepante nas medidas de absor¢do, em relagdo aos demais
voluntarios, sua exclusdo do estudo devera ser justificada. Nesse caso, deverdo ser apresentados
os resultados do estudo com e sem a inclusdo de seus dados, no sentido de avaliar o impacto da

retirada dessa observagio.
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3.6.2 Uso de Covariaveis

Normalmente em ensaios clinicos ha a necessidade de usar informacdes adicionais
analisadas sobre cada sujeito. Esses dados adicionais sdo chamados covariaveis e podem ser
colocados sobre dois importantes aspectos (usos). Pode ser que deseja-se saber se o efeito de
tratamento € relacionado com os valores avaliados para uma covariavel, ou ainda, se a covariavel
nédo parece ser relacionada com o efeito de tratamento.

A covariavel pode ser categorica ou continua. A introdugdo de uma covariavel categorica
¢ equivalente a introduzir um fator a mais no ensaio, e assim simplesmente necessita-se
generalizar a analise de variancia. Ja a introdu¢do de uma covariavel continua no modelo, deixa a
analise bem mais complexa, e decomposta em duas tabelas: analise de covaridncia dos sujeitos
totais e analise de covaniancia das diferengas dentro-sujeitos. Mais detalhes em Jones & Kenward
(1990).

3.6.3 Dados Faltantes (“Missings Values™)

Os valores “missings” acontecem quando ha pares de observagdes faltantes. Suponha que

no grupo 1 ha n, sujeitos com pares completos de observagdes (V,,.Y,, ), e m, sujeitos com uma
Unica observagdo Z,, no j-ésimo periodo j=1,2;1=1,2).

Ha trés formas para se analisar esses dados. A primeira e mais simples é analisar apenas
os pares completos. Desde que os dados remanescentes contenham apenas a informacio entre-
sujertos ou entre-individuos, o efeito de descartar essas observagdes é provavelmente maior para
o teste da interagdo tratamento (droga) por periodo. Este teste € geralmente de menor poder, entio
qualquer possivel perda de sensibilidade € indesejavel.

O segundo método de analise fo1 sugerido por (Patel (1985) Apud Jones & Kenward
(1990)) e faz uso da simplificagdo que ocorre quando as observagdes sdo faltantes apenas do
segundo periodo, isto €, m, =m,, =0. Usa-se uma matriz de dispersdo incondicional para os
pares (Y, Y, ),

Y O Op
vV = ¥ = ) 66
L,m] Z {611 Oz s
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e considerando E[Y, ]=E[Z,]=u,, € possivel, com uma reparametrizagdo, particionar a

verossimilhanga dos dados em duas componentes:

1320 s B 00) X 1 v s Mg B.021) (67)

onde
N = Yoz Yoin, ) (68)
z, :(zm,zm,...,znmz)’ (69)
Hix = iy~ Pu, (70)
B=oy,la; (71)

e

O, =0y — fo,,. (72)

Desde que nenhuma das novas reparametrizagdes ocorra em ambas componentes da
verossimilhanga, as duas componentes podem ser maximizadas separadamente. De

procedimentos padrdes, obtém-se da primeira componente:

l{}il = (”: +”,rl)_](yx'1 +zr| ): !J.r-vil +(] = !))Erl ? I = 1’ 2 (73)
onde
n,
p; = (74)
n +m,
e
- 1 2 L - ) il ~ 5
G =8= * =)+ (24, — 8 1 75
" 1 n+m, +m, +my, —2 Z:[;(yau M) 2 l( ax —Ha) } (75)

Da segunda componente,

B=s /s (76)
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Esses podem ser estimados ao substituir as estimativas dadas pelos parametros

desconhecidos.

A analise ¢ entdo baseada nos contrastes de /7, . Tem-se a interagdo direta por periodo:

~ lpa . " 5
'1:5[“11 + fyy = fiy — i) (86)

e o efeito direto de tratamento por
s Lora A 4 -
r='4'[1”1| —Hp — Hy +)“:2]‘ (87)

Os erros padrdes destes estimadores s3o obtidos das varidncias e covariancias estimadas
de 1, e estatisticas convencionais, ou seja, ):/[E.P(i)]‘ Patel (1985) Apud Jones & Kenward

(1990), sugere usar a distribui¢do t de Student com graus de liberdade baseados no nimero de
pares completos (n, +n, —2), como uma aproximagdo para o teste destas estatisticas. O autor
mostra em um estudo de simulagdo que essa aproximagido € adequada em ensaios de pequena
dimensdo, exceto quando a propor¢io de pares incompletos € grande (maior que 40%), uma vez
que nesses casos os resultados apresentam validade duvidosa.

O terceiro método de analise aplica-se quando as observagdes sdo faltantes em ambos os
periodos. As estimativas sdo obtidas separadamente, ou seja, dos dados completos e dos dados
com os “missings’, e entdo combinadas usando os inversos das estimativas das varidncias como

pesos.

Assumindo que a varidncia € a mesma em ambos periodos, pode-se escrever:

g ¥ag o,
2= 5 7 o (88)
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1 1

}(20’_‘3 +o0*)=K.(20? +0?)

2\n, n,
e
T R S B -
Vig,]1=—| —+—+—+ (62 +0)=K, (o} +5%).
4\m, m, m, m,
Combinando as duas estimativas, obtém-se
; _KZ(@a] +o?) A + K02 +0%) A, KA+ (14 pP)K A,
L K@l +0*) +K; (ol +c°)" K, +(1+pHK.
onde
2 6
e 2
o +0

€ a correlagdo intra-classe.

A varidncia de A é aproximadamente

Vi) =0 KeBup Q7]
K.(+p)+K,p

(89)

(90)

1)

(92)

(93)

Uma aproximagao para os graus de liberdade do estimador combinado pode ser obtida

usando a expressdo de Satterhwaite. (Satterhwaite (1946) Apud Jones & Kenward (1990)).

3.6.4 Bioequivaléncia Individual e Populacional

O trabalho abordou toda a analise estatistica baseada no critério da bioequivaléncia média,

mas € importante ressaltar a existéncia dos conceitos relativos a bioequivaléncias individual e

populacional. Esses novos critérios para a avaliagio da bioequivaléncia podem ser bastante uteis

em alguns casos. De acordo com a definigdo apresentada nos capitulos anteriores, a

bioequivaléncia média focaliza somente a comparagdo das médias populacionais referentes as

medidas farmacocinéticas de interesse. Em contrapartida, os critérios da bioequivaléncias
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individual e populacional englobam além das médias, as respectivas variancias associadas as
medidas farmacocinéticas avaliadas.

O critério da bioequivaléncia populacional leva em consideragdo a variabilidade total
associada a medida de interesse. Ja o critério da bioequivaléncia individual agrega a variabilidade
intra-individual nas formulag¢des teste e referéncia, além do componente de variagdo associado a
interagdo entre individuos e formulagdo, que equivale a variagdo entre as médias das formulagdes

T e R devido as diferengas existentes entre os individuos.



4. EXEMPLO

A ilustragdo dos métodos para analise de bioequivaléncia média entre duas formulagdes R
(referéncia) e T (teste) sera realizada neste trabalho utilizando dados hipotéticos retirados do
Manual de Boas Praticas em Biodisponibilidade e Bioequivaléncia da ANVISA, devido ao sigilo
e importancia que tais dados carregam consigo. As concentragdes de 24 voluntarios sdo
apresentadas nas Tabelas 6 e 7, com coletas realizadas em 13 tempos diferentes (dados
longitudinais), respectivamente nas formulagdes Re T.

As Tabelas 8 e 9 mostram as principais medidas farmacocinéticas calculadas para as
concentragdes das Tabelas 6 e 7 de acordo com o planejamento de estudo crossover,
considerando a sequiéncia de administragio dos medicamentos (RT=1, TR=2) e também o
periodo de administragdo (periodos 1 e 2) das formulagdes R e T, respectivamente. As medidas
farmacocinéticas selecionadas nas Tabelas 8 e 9 sdo o tempo onde a concentragdo maxima foi
alcangada, a concentragdo maxima observada, a constante de velocidade de eliminagio total do
farmaco no organismo, a meia-vida de elimina¢io do firmaco, a area sobre a curva de
concentragdo do tempo zero ao tempo t € a area sobre a curva de concentragio do tempo zero ao

tempo infinito, de acordo com a ordem das colunas.



Tabela 6. Concentragdes plasmaticas (ng/ml) ao longo do tempo (horas) referentes ao medicamento de referéncia (R).

Tempo (horas)

Sujeito 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3.5 4 6 8 10 12
| 0 0 183 829 2054 623 539 336 198 0 0 0 0
2 0 192 234 1047 287 2759 2179 1332 715 36 179 145 0
3 0 0 94 0 235 1325 1983 1359 813 254 0 0 0
4 0 0 0 1152 1937 2042 1505 1422 584 362 176 0 0
5 0 0 0 258 56 2703 1154 1123 386 13 0 0 0
6 0 0 703 1296 607 519 326 178 0 0 0 0 0
7 0 292 2569 929 552 32 282 229 0 0 0 0 0
8 0 1901 2333 6026 1033 884 629 345 33 28,2 0 0 0
9 0 0 323 2159 3172 1539 995 923 369 126 0 0 0
10 0 13,2 12 985 2592 1136 519 45 309 218 72 0 0
1 0 0 0 81,1 1176 643 639 582 41,7 152 19 10,9 0
12 0 0 0 1142 1384 1466 1562 1779 805 372 228 175 0
13 0 0 945 1258 1542 1379 958 398 287 0 0 0 0
14 0 325 1142 1716 1239 919 84 743 502 197 165 159 6.5
15 0 0 0 228 825 1783 582 443 248 119 84 0 0
16 0 195 542 972 1653 1579 1456 60,6 292 226 159 0 0
17 0 235 596 1452 1315 809 641 61,8 289 144 185 0 0
18 0 0 192 395 1152 2974 1642 1452 805 322 115 0 0
19 0 0 782 2097 1726 1591 669 372 294 94 0 0 0
20 0 11,5 63,9 2486 1866 742 295 234 15 0 0 0 0
21 0 0 729 2153 1682 519 378 339 157 0 0 0 0
22 0 0 3571 3723 1774 1223 649 556 149 0 0 0 0
23 0 0 2006 5155 2308 102 1294 649 214 252 209 10 0

24 0 0 253 1831 703 251 142 115 8.4 0 0 0 0




Tabela 7. Concentragdes plasmaticas (ng/ml) ao longo do tempo (horas) referentes ao medicamento de teste (T).

Tempo (horas)

Sueito 0 0,5 [ 1,5 2 2,5 3 3,5 4 6 8 10 12

| 0 0 203 752 2159 482 269 195 143 0 0 0 0
2 0 0 673 3158 3355 2098 2338 1169 587 284 221 152 0
3 0 0 89,5 1053 2855 1809 654 329 23 159 125 0 0
4 0 0 0 1969 2914 2977 3245 972 569 235 187 0 0
5 0 0 13,7 1888 2216 1472 584 443 299 119 0 0 0
6 0 0 758 188 83 637 48 113 107 0 0 0 0
7 0 1296 2914 2092 859 547 325 309 284 124 9 0 0
8 0 39,5 2504 2269 804 753 592 491 425 0 0 0 0
9 0 0 125 2563 3048 2197 115 331 149 153 0 0 0
10 0 122 294 124 1278 658 817 493 396 33,1 152 0 0
1 0 495 117 1035 783 743 632 551 487 392 23 122 0
12 0 0 0 1255 175 2085 1613 959 65 18 137 0 0
13 0 0 752 1419 954 729 56 41 247 0 0 0 0
14 0 37,7 1075 2152 1003 965 646 565 517 31,9 232 171 0
15 0 0 434 933 1177 91 426 369 272 129 0 0 0
16 0 255 755 2039 1773 885 535 299 27 258 16 0 0
17 0 434 452 782 2053 958 457 325 193 178 165 122 0
18 0 0 234 724 2563 1669 1248 962 82 254 129 0 0
19 0 0 0 227 1952 825 452 229 18 112 0 0 0
20 0 93 325 1894 2775 839 774 536 331 124 89 0 0
21 0 0 453 1332 2674 1652 954 524 338 154 0 0 0
22 0 0 1393 3259 2493 1272 1048 642 119 0 0 0 0
23 0 223 2458 5862 2412 105 1002 425 204 158 96 0 0
24 0 448 2501 536 389 225 237 189 142 0 0 0 0




Tabela 8. Medidas Farmacocinéticas dos sujeitos referentes ao medicamento de referéncia (R).

Sujeito periodo seqiiéncia Tmax Cmax Ke t1/2 ASCt ASCinf
1 | RT 2 2054 1 0,69 25295 252,92
2 2 TR 2 287 0,41 1,69 764,33 785,23
3 1 RT 3 198.3 0,68 1,03 402,23 414,41
-+ 2 TR 2,5 2042 0,3 2,31 583.5 624.,6
5 1 RT 2,5 270,3 0,84 0,83 364.,6 367,1
6 2 TR 1.5 129.6 1,07 0,65 181,45 193,63
2 2 TR 1 256,9 0,33 2,07 258,65 321,37
8 1 RT 1 2333 0,08 8,66 448,55 772,56
9 2 TR 2 5172 0,78 0,88 526,88 530,35
10 1 RT 2 2592 0,37 1,86 393,33 405,44
11 2 TR 2 1176 0,27 2,53 334,88 363,72
12 1 RT 35 1779 0,19 3,68 622,28 697,6
13 1 RT 2 1542 1,12 0,62 359,88 356,86
14 2 TR | - 171,6 0,24 2,95 529,65 599,8
15 1 RT 5 1783 0,27 2,56 264,65 287,29
16 1 RT 2 165,3 0,15 4,56 473,65 562,38
17 2 TR | B 145,2 0,36 1,92 385,23 417,87
18 2 TR 2,5 2974 0,49 1,42 578,38 590,51
19 2 TR 1,5 209,7 0,56 1,25 4174 424,91

20 1 RT 1.5 248.,6 1,21 0,57 337,6 334,99
2] 2 TR 1.5 2153 1,04 0,67 312,78 312,16
22 2 TR 1,9 3723 1,15 0,6 593,43 591,43
23 1 RT 1,5 515,5 0,23 3 765,05 798,33
24 1 RT 1,5 183.1 0,53 1,32 175,25 182,85




Tabela 9. Medidas Farmacocinéticas dos sujeitos referentes ao medicamento de teste (T).

Sujeito periodo sequéncia Tmax Cmax Ke t1/2 ASCt ASCinf
1 2 RT 2 2159 0,63 1,1 225,38 233,71
2 1 TR 2 335,5 0,16 ) 844,33 926,39
3 2 RT 2 285,5 0,15 4,55 465,3 5348
- 1 TR 3 3245 0,35 1,96 759,38 793,66
5 2 RT 2 221,6 0,53 1,32 398,18 408,92
6 1 TR 1,5 188 1,18 0,59 247,93 246,33
7 1 TR | 2914 0,28 2,46 4954 518,33
8 2 RT 1 250,4 0,33 2,09 443,53 529,26
9 1 T 2 304,8 0,82 0,85 519,93 523,34
10 2 RT 2 127.8 0,27 2.57 3354 376,48
11 1 TR 1 117 0,29 2,38 480,13 509,73
12 2 RT 2,5 208.5 0,52 1,33 527,75 540,35
13 2 RT 1.5 141,9 0,66 1,05 272,08 284.84
14 1 TR 1.5 215,2 0,16 445 548,18 640,77
15 2 RT 2 117,7 0,4 1,72 272,25 291,31
16 2 RT 1.5 203,9 0,13 5,52 444 .4 555,81
17 1 TR 2 205,3 0,07 9.55 390,18 546,06
18 1 TR 2 256,3 0,48 1,46 556,85 571,03
19 1 TR 1.3 227 0,27 2.55 3313 361,26

20 2 RT 2 2773 0,44 1,57 445,78 457,09
2] 1 TR 2 2674 0,46 1,5 452,7 470,42
22 | TR 1,5 325,9 1,19 0,58 520,23 518,33
23 2 RT 1,5 586,2 0,19 3,68 747.9 789,24
24 2 RT 1 250,1 0,51 1,35 244 257,24




4.1 Analise Preliminar do Exemplo usando variivel ASC,

Para uma analise preliminar dos dados do exemplo serdo utilizadas as Tabelas 8 e 9.

Inicialmente faz-se uma analise descritiva da area sobre a curva de concentragdo do tempo zero

ao tempo t ASC't , sem separar os tratamentos referéncia e teste. As médias dessas areas estdo

sintetizadas na Tabela 10.

Tabela 10. Médias das areas sobre as curvas de concentragdao do tempo O ao tempo t.

Periodo 1 Periodo 2
Seqiiéncia RT 405,0017 401,8292 403 4155
Seqiiéncia TR 5122117 455,5467 483,8792
458,6067 428.6880 443 6474

Pode-se ver pela Tabela 10 que os resultados indicam que as médias amostrais das ASC'z,,
para as formulagdes de teste e referéncia sio maiores para a seqiéncia 2 (TR). Para um
delineamento crossover 2x2, a interagdo entre periodo e seqiiéncia representa o efeito de droga se
ndo existem efeitos residuais. Portanto, um teste preliminar para a verificagio da existéncia de
efeitos residuais deve ser necessariamente realizado antes da avaliagdo da bioequivaléncia entre
as formulagdes. Também € recomendavel checar o ajuste dos dados a normalidade. A variavel

ASCt possui um bom ajuste a distribuigdo normal (Anderson Darling: p-valor = 0,204 e

Kolmogorov-Smimov: p-valor > 0,15).

4.1.1 Analise dos Efeitos Residuais

Para o calculo dos efeitos residuais de cada seqiiéncia monta-se uma tabela com a soma
da medida farmacocinética em estudo nos periodos 1 e 2. Apos as somas, € calculada a média
para as k seqiiéncias (k = 1, 2). Com base nessas somas faz-se o calculo da variancia amostral dos
efeitos residuais, mediante o quadrado das diferengas entre a soma das medidas e a média para

cada sequéncia, indicada no item 3.2.3.1. Os calculos resumidos encontram-se na Tabela 11.
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Tabela 11. Somas das ASCt para as k seqiiéncias.

Segiiéncia 1 (RT) Seqiiéncia 2 (TR) desv SEQI desv_SEQ2
478,33 1608,66 107912,78 410754,95
867,53 1342 88 3684,3929 140716,27
762,78 429 38 1940,473 289851,23
892,08 754,05 7267.4261 45671,252
728,73 1046,81 6099,735 6249,1661
1150,03 815,01 117785.69 23332,053
631,96 1077,83 30579,797 12115,772

5369 77541 72862,637 36997.881
918,05 1135,23 1236971 28046,759
783,38 7487 549,94002 47986,553
151295 765,48 49860432 40916,524
419,25 1113,66 150218,88 21287,296

Soma = 9681 .97 Soma=11613,1 1009875.,8 11039257

Média = 806,8308 Meédia = 967,7583

Da tabela, vemos que o efeito residual é estimado com base na diferenga entre as duas

sequéncias (967,7583 — 806,8308 = 160,9275), com varnancia estimada calculada a partir da

formula (11) da segao 3.2. O calculo € dado por

1 1

Var(R) = c}j[— + —J =96,081,885%(1/12 + 1/12) = 16.013,648.
n

n

A
L

E, assim, a estatistica de teste resulta em

i =160,9275/126,54504 = 1,2717,
1

o
I?l

que ao ser comparada com o valor da estatistica padrdo t de Student, com 22 graus de liberdade e
nivel de significancia 0,05 (7,,,(n, +n, —2)= 2,074 ) nos leva a aceitar a hipdtese de nulidade.
Em outras palavras, pode-se dizer que nao ha evidéncias estatisticas suficientes para concluir
quanto a existéncia de efeitos residuais a um nivel de significincia de 5% (p-valor = 0,22). A

inexisténcia de efeito residual ndo implica necessariamente que tais efeitos sejam nulos, mas que

se existirem, tém a mesma intensidade em ambas as seqiiéncias de tratamentos. Quando ha
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inexisténcia de efeitos residuais, os efeitos de droga (tratamentos) podem ser estimados com base

nos dados de ambos os periodos.

4.1.2 Analise do Efeito de Tratamento

Para o calculo do efeito de droga monta-se uma tabela com as diferengas das medidas
farmacocinéticas divididas por 2 nos periodos 1 e 2. Apos as diferengas sdo calculadas as médias
para as k seqiiéncias (k = 1, 2). Com base nessas diferengas faz-se o calculo da variancia amostral

dos efeitos das drogas, usando o quadrado das diferengas, como feito no item 4.2, Os calculos

resumidos encontram-se na Tabela 12.

Tabela 12. Diferengas das ASC'¢ para as k sequéncias.

Seqiiéncia 1 (RT) Seqiiéncia 2 (TR) desv_SEQ1 desv_SEQ2
13,785 -40 148.8095 136,1306
-31,535 -87,94 1097,0172 3553,054
-16,79 -33.24 337,68656 2408356
2,51 -118,375 0,8533141 8107,652
28,965 3475 749,59595 1011,717
47265 -72,625 2086,5482 1961,826
439 -9.265 1790,4534 363,5696
-3,8 -2.475 29.011689 668,6103
14,625 10,765 170,009 1528,615
-54,09 43,05 3099,8448 5095461
8,575 -69,96 48 842627 1732,849
-34 375 36,6 1293,2115 4216,23
Soma = 19,035 Soma =-339,99 10851,884 28399.8

Média = 1,58625

Média = -28,3325

Da tabela, vemos que a estimativa para o efeito da droga € a diferen¢a entre as médias das

seqiéncias 1 e 2, isto é,

- - — —

F=d —-d,=Y,-Y,=158625—(-28,3325) = 29,91875,

e a variancia amostral € calculada com base em (19), resultando em 1.784,1673. A estatistica de

teste € dada por:
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T,=

= 29,91875/17,24416467 = 1,7350
@3] L+
Nn  n

que nos leva a aceitar a hipotese nula ao comparar com o valor tabelado t de Student com 22
graus de liberdade e nivel de significancia 5%, ou seja, ndo ha efeito das drogas. Em outras
palavras, nio ha evidéncias estatisticas suficientes para comprovar a existéncia de efeito das

drogas ao nivel de significancia de 5%.

4.1.3 Ana:lise de Efeito de Periodo

Para o calculo do efeito de periodo sdo usadas as médias da Tabela 10. O estimador nao-

viciado para o efeito de periodo P pode ser descrito como:

p= %[(Y:t ¥y )- (7 - 2. )| = 14018292 - 405.0017) — (512,217 - 455 5467))/2 =

=-2991875.

O calculo da estatistica de teste € dado por

l,=——== -29,91875/17,24416467 = -1,735,

que ao ser comparada com o valor tabelado t = 2,074, leva a aceitagdo da hipdtese nula. Ou seja,
pode-se dizer que nao ha evidéncias estatisticas suficientes para comprovar a existéncia de efeito

de periodo ao nivel de significincia de 5%.
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4.1.4 Analise de Variancia

Os resultados da Analise de Varidncia para a area sobre a curva de concentragdo do tempo
zero ao tempo t estdo sintetizados na Tabela 13. Os calculos foram computados a partir das

expressdes apresentadas na se¢do 3.2.4, considerando o modelo completo.

Tabela 13. Analise de Variancia para ASCt com o modelo completo.

Fonte de Variacio GL SQ oM F Valor p
Entre Individuos

Efeito Residual 1 77.692 .98 77.692.98 1,62 0,22
(seqiiéncia)
Residuo (entre 22 1.056.882,06 48.040,09
individuos)
Dentro de Individuos
Droga (tratamento) 1 8.571,51 8.571.51 2,40 0,14
Periodo 1 10.727,22 10.727,22 3,00 0,10
Residuo (dentro de 22 78.501,55 3.568,25
individuos)
Total 47 1.232.375,32

Os resultados indicam que o efeito residual ndo € significante (p-valor = 0,22), podendo
entdo o modelo crossover ser reduzido, onde nesse novo modelo a fonte de variagdo residuo
(entre individuos) tera seu efeito incorporado ao efeito residual (seqiiéncia), ja que 0 mesmo néo
é significativo, aumentando-se os graus de liberdade.

Os resultados dessa analise de variancia com o modelo reduzido encontra-se na Tabela 14.



Tabela 14. Analise de Variancia para ASC7 com o modelo reduzido.

Fonte de Variacio GL SQ QM F Valor p
Entre Individuos

Sujeitos 23 1.134.575,04 49.329,.35 13,82 0,0001
(individuos)
Dentro de Individuos

Droga 1 8.571,51 8.571,51 240 0,14
(tratamento)
Periodo 1 10.727,22 10.727,22 3,00 0,10
Residuo (dentro 22 78.501,55 3.568,25
de individuos)
Total 47 1.232.375,32

Nota-se que o efeito entre individuos € significante a um nivel de significancia de 5%, o
que indica a presenga de variabilidade entre os individuos. Os efeitos de periodo e de droga nao
sdo significativos a 5%. As conclusdes, evidentemente foram as mesmas que as obtidas com o

teste t.

A analise de variancia deve ser realizada com base no modelo reduzido.

4.1.5 Intervalos de Confianca para Bioequivaléncia Média

Considerar-se-a os intervalos de confianga para a bioequivaléncia média para a medida

ASCt com e sem transformagdo, ou seja, na escala original e logaritmica, respectivamente. Na

pratica € necessario apresentar a analise de bioequivaléncia em apenas uma das escalas, de acordo
com o resultado das analises descritiva e de adequabilidade do modelo do planejamento

Crossover.

4.1.5.1 Intervalos de Bioequivaléncia

Para a construgio dos intervalos necessita-se a meédia da variavel ASC7 para o tratamento

de referéncia. Da Tabela 8 tém-se y, = 430,2742. Entao os limites para o intervalo de confianga

para a diferenca das médias sdo dados por:
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0, =020y, =-0,20%430,2742 = -86,0548

0,,, = 0,207, = 0,20%430,2742 = 86,0548.

Os intervalos para a diferenga das médias na escala logaritmica e os intervalos de
confianga para a razio das médias, tanto na escala original quanto logaritmica sdo fixos, ndo

dependendo dos resultados da amostra. Os intervalos de confianga encontram-se na Tabela 15.

Tabela 15. Intervalos de Confianga para a diferenca das médias.

Escala Diferenca Razio
gmr <Up — M < gsup 5inf < Hy "IIIIAHR =< 55up
Original (-86,0548 ; 86,0548 ) (80% ;120% )
Logaritmica (-0,2231 ;0,2231) (80% :125% )

4.1.5.2 Intervalo de Confianc¢a para a Bioequivaléncia: Método Paramétrico

Os calculos necessarios para se aplicar os métodos paramétricos baseados no intervalo de
bioequivaléncia para as médias e razdes das formulagdes R e T de ASCt foram retirados das
Tabelas 8 € 9.

Os limites calculados para o IC 95% de confianga para a diferenga das médias para os

dados sem transformacao (escala original) sdo:

LIC: (Fy-Fg ) - Lys/,(22) *E.P = (457,0204 — 430,2742) — 2,074%17,2440 = -9,0176

LSC: (Fy- ) + 15052(22) *E.P = (457,0204 — 430,2742) + 2,074%17,2440 = 62,51

Os limites calculados para o IC 95% de confianga para a razio das médias para os dados

sem transformagdo (escala original) sdo:

LIC: [(-9,0176/430,2742) + 1]*100% = 97,9042%
LSC: [(62,5100/430,2742)+1]*100% = 114,5279%
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E para os dados transformados, os limites para o intervalo com 95% de confianga para a
diferenca das médias sdo calculados do mesmo modo que na escala original, mas com as medidas

farmacocinéticas transformadas em logaritmo natural, e sdo dados por:

LIC: (5,9914 — 6,0640) — 2,074*0,06304 = -0,2033
LSC: (5,9914 — 6,0640) + 2,074%0,06304 = 0,0581

A partir desses limites, € calculado o intervalo para a razio das meédias com 95% de

confianga. Os limites de confianga sio:

LIC: [exp (-0,2033)]*100% = 81,6033%
LSC: [exp (0,0581)]*100% = 105,9821%

Os resultados encontram-se sumarizados na Tabela 16.

Tabela 16. Intervalos de Confianca.

Escala IC para a diferenca das  IC para a razio das médias
meédias
Original (-9,0176 ;:62,51) (97,9042% ; 114,5279% )
Logaritmica (-0,2033 ;0,0581 ) (81,6033% ; 105,9821% )

Segundo os critérios utilizados para definir os intervalos de bioequivaléncia paramétricos,
e com base nos limites especificados, pode-se ver que todos os intervalos da Tabela 16 estdo
contidos nos respectivos intervalos de bioequivaléncia da Tabela 15. E a partir disso, conclui-se

pela bioequivaléncia meédia das formulag¢des R e T, sob a analise da medida ASCy .

4.1.5.3 Intervalo de Confian¢a para a Bioequivaléncia: Método Nao-Paramétrico

Como sugere a literatura, o intervalo ndo-paramétrico € calculado usando-se 90% de
confianga. O intervalo de 90% de confianga ndo-paramétrico baseado no estimador de Hodges-
Lehmann é construido utilizando as 12x12=144 diferengas das diferengas de periodos entre as

sequéncias 1 e 2 ordenadas. Os limites do intervalo de 95% de confianga para @ = x4, — u, foram



encontrados por LDinf = D(w(5%)) = D(43) = -8,675 e por LDsup = D(w(95%)+1) = D(102) =
58.84. Portanto, como o intervalo (-8,675 ; 58,84) esta contido em (—86,0548 ; 86,0548), a

bioequivaléncia entre R e T ¢ verificada, considerando a analise de ASC'7,. .

4.2 Analise Preliminar do Exemplo usando variavel Cmax

As analises serdo realizadas com os dados referentes as concentragdes plasmaticas ao
longo do tempo das Tabelas 6 e 7 e com a variavel Cmax (concentragdo maxima observada), que

se encontra nas Tabelas 8 e 9.

4.2.1 Analise Descritiva

A avaliagdo estatistica da bioequivaléncia deve ser iniciada por uma analise descritiva dos
dados, tanto para as observagdes originais (medidas de concentragdo tomadas ao longo do tempo)
como para as medidas farmacocinéticas. Além da familiariza¢gdo com os dados, esta analise
preliminar auxilia na verifica¢do de suposi¢des necessarias para a aplicagdo dos testes estatisticos
propostos, bem como por possibilitar uma tomada de decisdo mais fidedigna nas analises

subsequentes para determinar se ha bioequivaléncia entre as formulagdes comparadas (R e T).

4.2.1.1 Analise Descritiva das Concentracoes Plasmaticas

A analise descritiva das concentragdes plasmaticas nos intervalos de tempo definidos
permite visualizar as diferengas entre as formula¢des R e T utilizando os dados originais obtidos
através de um experimento crossover 2x2.

A Tabela 17 apresenta as estatisticas descritivas para as concentragdes plasmaticas
referentes a0 medicamento de referéncia aplicado nos 24 individuos (sujeitos) e a Tabela 18

refere-se ao medicamento de teste aplicado nas mesmas condigdes.
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Tabela 17. Concentragdes Plasmaticas (ng/ml) ao longo do tempo (horas) do medicamento
de referéncia.

Tempo Média Mediana Desvio- Erro- CV(%)
padrio  padrio

Minimo Maximo

0 0 0 0 0 . 0 0
0,5 6,99 0 10,85 223 15533 0 325
1 75.45 4325 95,16 19,42 126,12 0 357.1
1.5 148,15 1152 116,04 242 7832 0 5155
2 149.86 1463 75,61 15,43 50,45 235 3172
2.5 128,12 11795 7542 15,39 58,86 25,1 297.4
3 91,08 65,9 56,46 11,52 61,99 1423 2179
35 69,93 56,9 4728 9.65 67.6 11,5 177.9
4 35,24 293 24,62 5,03 69,88 0 81.3
6 15,04 13,7 13,26 2,71 88,14 0 372
8 7,34 0 8,79 1,79 119,7 0 22,8
10 287 0 5.86 12 204,56 0 17.5
12 0,69 0 337 0,69 489.9 0 16,5

Tabela 18. Concentragdes Plasmaticas (ng/ml) ao longo do tempo (horas) do medicamento
de teste.

Tempo  Média Mediana Desvio- Erro- CV(%)

Minimo Maximo
padrio padrio

0 0 0 0 0 ' 0 0
0,5 17,24 0 29,76 6,07 172,59 0 129.7
1 85.81 56,3 87,92 17,95 102.46 0 2914
1,5 180,17 1884 118,08 24,1 65,54 12,4 5862
5 187,76 20025 8747 17.85 46,59 38,9 3355
2,5 118,49 93.4 67,03 13,68 56,57 225 297.7
3 87.66 63,9 68.87 14,06 78.57 23,7 3245
35 49,29 434 27.46 5.61 55,71 113 116.9
4 33,42 27,8 19,61 4,0 58,67 10,7 88,2
6 15,26 1535 11,58 236 75,87 0 382
8 8,39 8,95 8.7 1.77 103,67 0 232
10 236 0 547 1,12 231.37 0 17,1
12 0 0 0 0 - 0 0

Para a visualiza¢do do comportamento das concentragdes ao longo do tempo, que refletem
a absorgdo, distribui¢do e eliminagdo dos medicamentos R e T recomenda-se utilizar o grafico

das médias das concentragdes em fungdo do tempo (Grafico 1). Também torna-se interessante

adicionar a esse grafico a variagdo de + 2 erros-padroes.
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Grafico 1. Concentragdo média (ng/ml).
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Pode-se observar pelo grafico que o medicamento teste apresenta concentragdo meédia
superior em praticamente todos os pontos em relagdo ao medicamento de referéncia. A medida
que o tempo aumenta, essa diferenga diminui, tormando-se quase nula, pelo que se percebe pelas
linhas quase sobrepostas. Entre os periodos 1 e 2,5, a concentragdo plasmatica média para ambos
medicamentos tem um consideravel aumento, e apos o tempo 4 de coleta, a concentragdo diminui
exponencialmente.

Com base nas Tabelas 17 e 18, pode-se observar que as médias, medianas e desvios-
padrdes crescem e depois decrescem ao longo do tempo, refletindo o comportamento natural do
farmaco no organismo referente as fases de absor¢dao até a eliminagdo dos mesmos. Nota-se
também grande variabilidade das medidas de concentragdo, especialmente na vizinhanga de
Cmax, ou seja, nos tempos correspondentes as maiores concentragdes e altos valores para os
coeficientes de variagdo, o que significa uma grande heterogeneidade dos individuos (sujeitos)
quanto as concentragdes plasmaticas. O Grafico 2 apresenta as concentragdes maximas para cada
voluntario do experimento, mostrando as tendéncias das meédias das concentragdes. Percebe-se

que a concentragdo maxima possui um comportamento semelhante para as formulagdes de
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referéncia e teste, embora haja para a grande maioria dos voluntarios uma superioridade na

concentragdo maxima para a formulagao de teste.

Grafico 2. Concentragdo Maxima para cada voluntario.
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4.2.1.2 Analise Descritiva das Medidas Farmacocinéticas

A analise descritiva prossegue para as medidas farmacocinéticas correspondentes as
concentragdes plasmaticas individuais e as concentragdes médias dos sujeitos. Essas medidas
resumem os dados multivariados (concentragdes plasmaticas repetidas ao longo do tempo) em
observacgdes univariadas, as quais refletem o comportamento de absor¢ao e eliminagdo dos

farmacos Re T.

As estatisticas para as concentragdes individuais (para cada farmaco) estdo nas Tabelas 19
e 20.
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Tabela 19. Estatisticas Descritivas das Medidas Farmacocinéticas para o Medicamento de

Referéncia.
Medida Média Mediana Erro- CV(%) Minimo Maximo
Farmacocinética padrao
Tmax 192 2,00 0,12 31,41 1,00 3,50
Cmax 22973 207,55 17,78 37.91 117,60 515,50
K, 0,57 0,45 0,07 63.90 0,08 1,21
t1/2 2,01 1,56 0,36 88,24 0,57 8,66
ASC1 430,27 397,78 33,36 37,98 17525 765,05
ASC, 466,18 416,14 37.68 39,59 182,85 798,33

Tabela 20. Estatisticas Descritivas das Medidas Farmacocinéticas para o Medicamento de

Teste.
Medida Média Mediana Erro- CV(%) Minimo  Maximo
Farmacocinética _ padrio
Tmax 1,75 2,00 0,10 2794 1,00 3,00
Cmax 24772 238,55 19,68 38.92 117,00 586,20
K 0,44 0,38 0,06 68,00 0,07 1,19
t1/2 253 1,84 041 80,13 0,58 9,55
ASC ¢ 457,01 44914 33,23 35,62 22538 84433
ASC, 495,21 518,33 36,01 35,62 233,71 926,39

Observa-se um mesmo padrao das medidas farmacocinéticas para os dois medicamentos
(R e T) que também é semelhante com o da média. Os valores dos coeficientes de variagio

diminuiram sensivelmente comparados com os CV’s das concentragdes plasmaticas.

4.3 Analise de Variancia das Medidas Farmacocinéticas

Para a analise de variancia das medidas farmacocinéticas serio usados os dados das
Tabelas 8 e 9.

4.3.1 Analise de Variancia das Medidas Farmacocinéticas para o Modelo Completo

As analises foram realizadas utilizando a opg¢ao modelos lineares do modulo Anova do
Analyst do SAS, onde as variaveis classificatorias sdo os sujeitos, o periodo, a seqiiéncia e a

droga. O efeito de seqiiéncia sera testado com o termo de erro sujeito(seqiiéncia), devido a sua
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peculiar estrutura. As variaveis dependentes serio Tmax (tempo onde foi alcancada a
concentragio maxima), Cmax (concentragdo maxima observada), Ke (constante de velocidade de
eliminagdo total do farmaco no organismo), t1/2 (meia-vida de eliminagdo do farmaco), ASCt
(area sobre a curva de concentragdo do tempo 0 ao tempo t) e ASCinf (area sobre a curva de

concentra¢do do tempo 0 ao tempo infinito).

4.3.1.1 Analise de Variancia para a variavel Tmax

Através da Tabela 21, pode-se concluir que o efeito de sujeito (seqiiéncia) é significativo
a 5%, ou seja, ha diferenca significativa entre os sujeitos para cada seqiiéncia com relagdo ao
tempo onde foi alcangada a concentragio maxima. Também pode-se perceber que os efeitos de

seqiiéncia (efeito residual), droga e periodo ndo foram significativos a 5%.

Tabela 21. Teste dos efeitos fixos do modelo usando a variavel Tmax.

Efeito GL SQ oM F Valor p
Sequéncia 1 0,3333 0,3333 0,66 0,4247
Sujeito(seqiiéncia) 22 11,0833 0,5038 532 0,0001
Droga | 0,3333 0,3333 352 0,0740
Periodo 1 0,3333 0,3333 352 0,0740

Através do grafico dos residuos contra os valores preditos pelo modelo (Grafico 3), nota-
se que ndo ha nenhum indicio de estrutura de funil, o que sugere a satisfagdo da homogeneidade

de variancia.
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Grafico 3. Valores preditos x Residuos para a variavel Tmax.

30

00

Ste. Residual of TMAX

-15

Prodioted TMAX

Para a verificagdo da normalidade foram realizados os testes de Anderson-Darling e

Kolmogorov-Smirmov, que produziram os resultados apresentados na Tabela 22.

Tabela 22. Testes de normalidade para a variavel Tmax.

Teste Estatistica Valor p
A-D 0,6356 0,094
K-S 0,1458 0,012

Os resultados da Tabela 22 e o Grafico 4 sustentam a suposi¢do de normalidade. No
Grafico 5 ndo ha nenhum indicador de outliers.
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Grafico 4. P-P-Plot dos residuos para a variavel Tmax.
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Grafico 5. Boxplot dos residuos do modelo para a variavel Tmax.
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4.3.1.2 Andlise de Variancia para a variavel Cmax

A Tabela 23 sintetiza os resultados dos testes, e nota-se que o efeito de sujeito(seqiiéncia)
apresenta significancia estatistica. Em outras palavras, ha diferenga significativa entre os sujeitos
para cada seqiiéncia com relagdo a concentracio maxima observada. Também pode-se perceber

que os efeitos de sequiéncia (efeito residual), droga e periodo nao foram significativos a 5%.
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Tabela 23. Teste dos efeitos fixos do modelo usando a variavel Cmax.

Efeito GL SQ oM F Valor p
Seqiiéncia 1 233,64187 233.64187 0,01 0,9050
Sujeito(sequéncia) 22 352.831,5379 16.037,7972 10,37 <0,0001
Droga 1 3.886,2002  3.886,2002 2,51 0,1272
Periodo i 1.167,2269 1.167,2269 0,75 0,3944

Os Graficos 6, 7 e 8 e a Tabela 24 mostram que as suposigdes do modelo ndo foram
violadas. No Grafico 6 ha dois valores discrepantes dos demais, mas nada que comprometa a
analise. O Grafico 7 mostra um boa aderéncia a normalidade, devido a grande concentra¢ao dos

valores em tomo da reta ajustada, fato também comprovado pelos testes de normalidade da

Tabela 24. Testes de normalidade para a variavel Cmax.

Tabela 24. E o Grafico 8 mostra a dispersdo dos valores preditos e dos residuos do modelo

ajustado para a variavel Cmax, sugerindo homocedasticidade dos residuos.

Teste Estatistica Valor p

A-D 0,18383 >0,25
K-S 0,06620 >0,15
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Grafico 6. Boxplot dos residuos para a vanavel Cmax.
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Grafico 7. P-P-Plot dos residuos para a variavel Cmax.
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Grafico 8. Valores preditos x Residuos para a variavel Cmax.
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4.3.1.3 Analise de Variancia para a variiavel Ke

A Tabela 25 sintetiza os resultados dos testes, e nota-se que além do efeito de
sujeito(seqiéncia), a droga também apresenta significancia estatistica. Em outras palavras, ha
diferenga significativa entre as formulagdes de referéncia e teste quanto a constante de velocidade
de eliminagdo total do farmaco no organismo a 5%. E também, ha diferenga significativa entre os
sujeitos para cada sequéncia com relacdo a constante de velocidade de eliminagdo total do
farmaco no organismo. Também pode-se perceber que os efeitos de seqiiéncia (efeito residual) e

periodo ndo foram significativos a 5%.

Tabela 25. Teste dos efeitos fixos do modelo usando a vanavel Ke.

Efeito GL SQ oM F Valor p
Seqiiéncia 1 0,03413 0,03413 0,18 0,6763
Sujeito(seqiiéncia) 22 4,19376 0,19062 5,02 0,0002
Droga 1 0,21333 0,21333 5,62 0,0270
Periodo 1 0,00800 0,00800 0,21 0,6506
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Analisando a Tabela 26 vé-se que a suposi¢gdo de normalidade esta garantida. Ao se

analisar os graficos, pode-se perceber que nao ha nenhum indicador de violagdao das suposigdes

da analise.

Tabela 26. Testes de normalidade para a variavel Ke.

Teste Estatistica Valor p
A-D 0,3943 >0,25
K-S 0.0892 >(,15

Grafico 9. Valores preditos x Residuos para a variavel Ke.
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Grafico 10. Boxplot dos residuos para a variavel Ke.
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Grafico 11. P-P-Plot dos residuos para a variavel Ke.
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4.3.1.4 Anilise de Variancia para a variavel t1/2

A Tabela 27 sintetiza os resultados dos testes, e nota-se que ndo ha nenhum efeito

significativo, mostrando que nao ha diferengas significativas entre os sujeitos dentro de cada
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seqiiéncia quanto a meia-vida de eliminagio do farmaco a 5%. O mesmo acontece com os efeitos

de seqiiéncia, droga e periodo.

Tabela 27. Teste dos efeitos fixos do modelo usando a vanavel t1/2.

Efeito GL SQ oM F Valor p
Sequéncia 1 0,6348 0,6348 0,14 0,7140
Sujeito(seqiiéncia) 22 101,3273 0,1906 1,69 0,1129
Droga 1 3.1519 3,1519 1,16 0,2937
Periodo 1 49152 49152 1,80 0,1929

Analisando a tabela 28 vé-se que a suposi¢io de normalidade ndo esta satisfeita, fato
também comprovado pelo grafico de probabilidade normal, onde a ndo aderéncia a reta ajustada €
evidente. E ao analisar os demais graficos pode-se perceber que ha uma estrutura de funil na
dispersdo dos residuos e valores discrepantes no boxplot, evidenciando a necessidade de alguma

transformacgao nos dados, a fim de atender as exigéncias do modelo.

Tabela 28. Testes de normalidade para a variavel t1/2.

Teste Estatistica Valor p
A-D 1,9467 <0,005
) KS 01570 <001

Grafico 12. Valores preditos x Residuos para a variavel t1/2.

301

2
&

=]
(=1

Std, Resdus| of TH

1
&)

-30

T T T T i)
000 178 as0 525 70

Frogicted T12

99



Grafico 13. Boxplot dos residuos para a variavel t1/2.
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Grafico 14. P-P-Plot dos residuos para a varnavel t1/2.
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4.4.1.5 Analise de Variancia para a variavel ASCt

A Tabela 29 sintetiza os resultados dos testes, e nota-se que ha apenas um efeito
significativo, mostrando que ha diferengas significativas entre os sujeitos dentro de cada

seqiiéncia quanto a area sobre a curva de concentra¢do do farmaco do tempo zero ao tempo t a
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um nivel de significincia de 5%. Os efeitos de seqiiéncia, droga e periodo ndo foram

significativos a 5%.

Tabela 29. Teste dos efeitos fixos do modelo usando variavel ASCt.

Efeito GL SQ oM F Valor p
Seqiiéncia 1 77.692 9807 77.692.9807 1.62 02168
Sujeito(seqiiéncia) 22 1.056.900,7380  48.040,943 13,46 <0,0001
Droga 1 8.584,3430 8.584,3430 2,41 0,1352
Periodo 1 10.741,5790  10.741,5790 3,01 0.0967

Analisando a Tabela 30 vé-se que a suposi¢do de normalidade esta satisfeita, fato também
comprovado pelo grafico de probabilidade normal (Grafico 17), onde a maioria dos valores
ficaram proximos a reta ajustada. E ao analisar os demais graficos (15 e 16) pode-se perceber que
ndo ha nenhuma estrutura de funil na dispersdo dos residuos ou valores discrepantes no boxplot,

o que indica adequabilidade do modelo.

Tabela 30. Teste de normalidade para a variavel ASCt.

Teste Estatistica Valor p
A-D 0,1298 >0,25
K-S 0,0526 >0,15

Grafico 15. Valores preditos x Residuos para a variavel ASCt.
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Grafico 16. Boxplot dos residuos para a variavel ASCt.
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4.3.1.6 Analise de Variancia para a variavel ASCinf

A tabela 31 sintetiza os resultados dos testes, e nota-se que ha efeito significativo de
sujeito(seqiiéncia) e de periodo, mostrando que ha diferengas significativas entre os sujeitos
dentro de cada seqiiéncia quanto a area sobre a curva de concentra¢ao do farmaco do tempo zero

ao tempo infinito e que ha também diferenca significativa entre os periodos quanto a area sobre a
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curva de concentra¢io do farmaco do tempo zero ao tempo infinito a um nivel de significancia de

5%. Os efeitos de seqiiéncia e droga ndo foram significativos a 5%.

Tabela 31. Teste dos efeitos fixos do modelo usando a variavel ASCinf

Efeito GL SQ QM F Valor p
Seqiiéncia 1 59.463,36047 59.463,36047 1,00 03275
Sujeito(seqiiéncia) 22 1.304.313,826  59.286,992 11,55 <0,0001
Droga 1 10.103,313  10.103,313 1,97 0,1746
Periodo 1 22.696,126  22.696,126 442 0,0472

Analisando a Tabela 32 vé-se que a suposigdo de normalidade esta satisfeita, dado os altos
valores de probabilidade, fato também comprovado pelo grafico de probabilidade normal
(Grafico 20), onde a maioria dos valores ficaram proximos a reta ajustada. E ao analisar os
demais graficos (Graficos 18 e 19) pode-se perceber que ndo ha nenhuma estrutura de funil na
dispersdo dos residuos ou valores discrepantes no boxplot, o que indica adequabilidade do

modelo.

Tabela 32. Testes de normalidade para a variavel ASCinf.

Teste Estatistica Valor p
A-D 02652 >0,25
K-S 0,0691 >0,15

Grafico 18. Valores preditos x Residuos para a variavel ASCinf.
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Grafico 19. Boxplot dos residuos para a variavel ASCinf.
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Grafico 20. P-P-Plot dos residuos para a variavel ASCinf.

Como visto nas analises anteriores, a unica variavel que apresentou problemas de
satisfagdo das suposi¢des foi a variavel meia-vida t1/2. Foram refeitas as analises com a variavel
transformada em logaritmo natural e raiz quadrada, mas nao houve melhorias importantes na
adequagao. Com as transformacdes contemplou-se a normalidade, muito embora a permanéncia

de variancia n3o constante e presenga de outliers.
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4.3.2 Analise de Variancia das Medidas Farmacocinéticas para o Modelo Reduzido

As analises realizadas com o modelo reduzido estdo sintetizadas na Tabela 33, onde foi
retirado o efeito de seqiiéncia do modelo e incorporado ao efeito de sujeitos. Os resultados e as

interpretagdes sdo as mesmas que em 4.3.1.

Tabela 33. Teste dos efeitos fixos do modelo usando as medidas farmacocinéticas.

_Significincia  Tmax Cmax Ke t1/2 ASCt ASCinf
Sujeitos 0,0001 <0,0001 0,0002 0,1289 <0,0001 <0,0001
Droga 0,0740 0,1272 0,0270 0,2937 0,1352 0,1746

Periodo 0,0740 0,3944 0,6506 0,1929 0,0967 0,0472

4.4 Anilise de Medidas Repetidas da Variavel Concentracio Plasmatica ao longo do
Tempo

Para a analise de medidas repetidas da concentragdo plasmatica foram usados os dados
das Tabelas 6 e 7. A analise foi realizada no software SAS versdo 8.2, usando a op¢do Medidas
Repetidas do procedimento Anova do Analyst A variavel dependente € a concentragdo
plasmatica, e as variaveis classificatorias sdo os sujeitos, a seqiiéncia, o periodo, a droga
(tratamento) e o tempo de coleta. Foram retirados os dados referentes ao tempo zero, pois O
havia valores nulos, ndo se tornando informativos. O efeito de sujeito é considerado dentro de
seqiiéncia, isto €, sujeito (sequéncia). Serdo incorporadas ao modelo as interagdes simples entre o
tempo e droga e tempo e periodo. A estrutura de covariancia adotada for a Componentes
Simétricos, que além de ser a mais restritiva e exigente, também possui 0 menor nimero de
pardmetros a serem estimados, o que garante uma convergéncia para as solugdes das estimativas
dos parametros, fato que ndo ocorreu para as demais estruturas disponiveis na op¢io Medidas
Repetidas do SAS com qualquer um dos trés métodos de estimagdo dos parametros de
covariancia (REML, ML e MIVQUEO). A Tabela 34 mostra os resultados para os testes para os

efeitos fixos do modelo completo.
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Tabela 34. Testes para os efeitos fixos do modelo completo.

Efeito GL numerador GL denominador F Valor p
Seqiiéncia ] 22 1,60 0,2197
Periodo 1 517 0.36 0,5486
Tempo 11 517 59,75 <0,0001
Droga )| 517 1,17 0,2801
Tempo*Droga 11 517 1. E] 0,3479
Tempo* Periodo 11 - 517 045 0,9307

Com base na Tabela 34, pode-se observar que o tnico efeito significativo foi o efeito de
tempo, ou seja, ha diferenga significativa quanto as concentragdes plasmaticas entre os diferentes
tempos de coleta, a um nivel de significancia de 5%. Os demais efeitos de seqiiéncia, periodo,
droga, tempo*droga e tempo*periodo ndo foram significativos a 5%, mostrando que ndo ha
diferenca significativa quanto as concentragdes plasmaticas entre as seqiiéncias, os periodos e as
drogas. Também pode-se dizer que ndo ha evidéncias estatisticas suficientes para concluir quanto
a existéncia de efeito conjunto de droga e tempo e de tempo e periodo em relagdo a concentragao
plasmatica, a um nivel de significancia de 5%.

A verificagdo de adequagdo do modelo foi realizada com base nos graficos dos residuos
(Graficos 21 a 23).

No Grafico 21 é nitida uma dispersio em forma de funil, indicando assim falha na

suposi¢ao de homocedasticidade ou variancia constante.



Grafico 21. Valores Preditos x Residuos para modelo completo.
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Pelo Grafico 22 pode-se ver varios valores discrepantes, o que novamente sugere uma
violagdo nas suposigdes do modelo. O grafico de probabilidade normal (Grafico 23) e os testes de
aderéncia a normalidade mostram que essa exigéncia também ndo foi satisfeita. (Anderson-
Darling: p<0,005 e K-S: p<0,01).

Grafico 22. Boxplot dos residuos para modelo completo.
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Grafico 23. P-P-Plot dos residuos para modelo completo.
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Os Graficos 24, 25, 26 e 27 apresentam a dispersdao dos residuos em fungio,
respectivamente, do tempo, droga, seqiiéncia e periodo. Nota-se que ha grande variabilidade dos
residuos em fungdo do tempo. Pode-se perceber também que nos tempos mais baixos (até 4
horas) a variabilidade ¢ bem maior, e a medida que o tempo passa, essa variabilidade diminui,
conforme o Grafico 24. Para os demais efeitos (droga, seqiiéncia e periodo) os residuos
apresentam comportamento semelhante, de acordo com os Graficos 25 a 27. E a partir, disso,
pode-se concluir que a variabilidade que esta comprometendo o bom ajuste do modelo esta
presente no tempo, fazendo com que seja ajustada uma regressdo em fungdo do tempo, para
assim, ver qual a transformagdo necessaria. Foi ajustada uma regressao linear simples entre o
logaritmo do desvio-padrdao com o logaritmo da média para os niveis de tempo, obtendo-se um
coeficiente de regressdo linear de aproximadamente 0,5 o que indica uma transformagio raiz
quadrada aos dados. Dada a existéncia de valores nulos, adicionou-se a constante 1 aos dados
antes de se determinar a raiz. Com os dados transformados, procedeu-se a analise e obteve-se os

resultados da Tabela 35.
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Grafico 24. Residuos em fungdo do tempo.
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Grafico 25. Residuos em fungdo das drogas (formulagdes).
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Grafico 26. Residuos em fungdo das seqiiéncias.
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Grafico 27. Residuos em fungédo dos periodos.
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A Tabela 35 apresenta os testes para os efeitos fixos para os dados transformados. Os

resultados em termos de significancia dos efeitos ndo se alteraram.

Tabela 35. Testes para os efeitos fixos do modelo com os dados transformados.

Efeito GL numerador GL denominador F Valor p
Seqiiéncia 1 22 2,07 0,1643
Periodo 1 517 0,30 0,5836
Tempo 11 517 114,93 <0,0001
Droga 1 517 1,71 0,1913
Tempo*Droga 11 517 1,07 0,3803
Tempo* Periodo L1 517 0,60 0,8316

Pelos graficos percebe-se alguma melhoria em relagdo a adequagdo do modelo. No
Grafico 28 dos valores preditos contra os residuos a estrutura de funil esta aparentemente
amenizada. O boxplot apresenta alguma melhoria e o grafico de probabilidade normal também
mostra uma melhoria sensivel dos pontos dispersos no ajuste a reta, indicando que a suposi¢ao de

normalidade esta satisfeita.

Grafico 28. Valores preditos x Residuos para modelo completo com os dados transformados.
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Grafico 29. Boxplot dos residuos para modelo completo com a vanavel transformada.
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Grafico 30. P-P-Plot dos residuos para modelo completo com a variavel transformada.

Residual of conclsqrt
o ()] b

1
&)

—10

T
0.1 i s 10 25 &0 i) a & e 8] 299
Nama Perceniiles

Recomenda-se também realizar as analises usando um modelo reduzido, ja que a
sequiéncia nao teve efeito significativo. No modelo reduzido, os efeitos fixos serdo o periodo, a
droga, 0 tempo e as interagdes simples entre o tempo e droga e o tempo e periodo. A uUnica
diferenga entre os modelos completo e reduzido € a retirada do efeito de seqiiéncia, ou melhor, o
efeito da sequiéncia sera incorporado ao efeito residual entre os individuos (sujeitos). A Tabela 36

mostra 0s testes para os efeitos fixos do modelo.



Tabela 36. Testes para os efeitos fixos do modelo reduzido para a concentracdo plasmatica
transformada.

Efeito GL numerador GL denominador F Valor p
Periodo 1 517 0,30 0,5836
Tempo 11 BT 114,43 <0,0001
Droga 1 S 1,71 0,1913
Tempo*Droga 11 517 1,07 0,3803
Tempo* Periodo 11 517 0,60 0,8316

Com base na Tabela 36, pode-se ver que o tnico efeito significativo novamente fo1 o
efeito de tempo, mostrando que ha diferengas significativas quanto as concentragdes plasmaticas
entre os diferentes tempos de coleta, a um nivel de significancia de 5%. Os efeitos restantes ndo
foram significativos a 5%.

Ao proceder-se a verificagdo das suposigdes do modelo, percebe-se que ha um
comportamento muito semelhante ao ajuste do modelo completo com a variavel concentragio

plasmatica transformada, satisfazendo assim as exigéncias do modelo.
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5. PROCEDIMENTOS COMPUTACIONAIS DE ANALISE

Neste capitulo serdo apresentados alguns topicos sobre softwares estatisticos que analisam
dados referentes a planejamentos crossover caracteristicos de ensaios de bioequivaléncia.

A maioria dos pacotes estatisticos calcula apenas o tamanho amostral ou o poder desejado
para a existéncia de bioequivaléncia, como, por exemplo, o SAS, que fornece o calculo do
tamanho de amostra para trés opgdes: One Sample Equivalence, Paired Equivalence e Two
Sample Equivalence. A partir da opgdo escolhida de modelo (aditivo ou multiplicativo), o
programa calcula tanto o tamanho de amostra quanto o poder. Para essas analises s3o necessarias
as especificagdes de teste, como a diferenga nula, o coeficiente de variagdo, o nivel de
significincia e o poder. Também sdo calculados os limites inferior e superior de bioequivaléncia.
A Figura 1 mostra uma das janelas do SAS, onde foi escolhida a opgdo Sample Size, One Sample
Equivalence, e especificados os valores necessarios (diferenga nula = 0,10 e CV de 30%). Os

limites de bioequivaléncia escolhidos foram 0,20 e +0,20.

Figura 1. One Sample Equivalence.

(iF{T Enter a Command 3PS X
Calculate: " Power *N
n 0K
Model : “ Additive T Multiplicative —
I L =pecitication ) iﬂci
Null difference: 0.10 - Rese
Coeff of variation: 1'5._3'6'"' - - Save 0Opf
fAlpha: |10.05 Hely
From: To: By :
PD‘.IIBI": .ﬁ._S”O____ . : o N
v Power vs. N Title

Power ref line: | Lower : 546_._é'6

N ref line: | ' _—_—— -

Os resultados produziram uma amostra de tamanho 79 com poder de 90%. Para as outras

duas opgdes, os procedimentos sa0 0s mesmos.
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O SAS também realiza outras formas de analises com procedimentos gerais sem usar
técnicas especificas para bioequivaléncia, mas que podem ser usadas para tal, como por exemplo,
analise de variancia, analise de medidas repetidas, entre outros. Os resultados computacionais
apresentados no Capitulo 4 foram produzidos através do SAS.

Um dos softwares estatisticos especificos para testes de bioequivaléncia € o EquivTest,
um dos mais recentes softwares liberados pela Statistical Solutions Ltda e aprovado pelo FDA
(Food and Drug Administration) e CPMP (Committee for Proprietary Medicinal Products), além
do nQuery, pertencente a0 mesmo grupo.

O EquivTest, disponivel em www.statsol.ie/equivtest/equivtest.htm, além de ser de facil
uso computacional, também apresenta saidas (outputs) claras, completas e editaveis. O programa
calcula as medidas farmacocinéticas facilmente através de programagdes ou transformagdes.
Outra grande qualidade do programa em questio € a alta capacidade de armazenamento dos
dados e a elasticidade para aceitar diversas estrutura¢des para as variaveis. No EquivTest podem
ser calculados os testes e intervalos de confianga paramétricos e ndo-parameétricos ao mesmo

tempo, especificando a escolha de teste uni ou bilateral, como mostra a Figura 2.

Figura 2. Testes e Intervalos de Confianga.

Output Dptions |

Difference of Means (Nonparametiic)
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V¥ Schuimarn OST/TOST r
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Os usudrios também podem definir os pardmetros de bioequivaléncia, optando por
diferenca ou razio de médias ou proporgdes ou aproveitar as opgdes padrdes pré-programadas,

como mostram as Figuras 3 e 4.



Figura 3. Especificacdes do teste de equivaléncia.

Specify Equivalence Test on Means for Crossover Trial | X| [
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& Difference of means = mean T - mean B

" Diff of means log scale = mean In(T) - mean In(R)

" Ratio of means =mean T / mean R

¥ Two-sided |911[]UU vl % confidence interval
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Figura 4. Especificagdes do teste de equivaléncia.

Specify Equivalence Test on Means for Crossover Tnal | X| |

|
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Outro programa estatistico usado para a analise de ensaios de bioequivaléncia € o nQuery
Advisor (www.statsol.ie/nquery/review3.htm), que por ser da mesma companhia que o
EquivTest, apresenta estrutura semelhante, ndo sendo necessario repetir os mesmos detalhes. A

Figura 5 mostra uma das janelas do programa.
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Figura 5. Janela do programa nQuery.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os Ensaios de Bioequivaléncia vem ganhando cada vez mais reconhecimento e
importancia, embora ainda sejam recentes no Brasil, pois passaram a ser utilizados de forma
rotineira apenas a partir da Lei n® 9787/99 dos genéricos. Tais estudos sdo de inigualavel valor,
pois testam novas drogas, que poderdo substituir os remédios convencionais, muito caros para a
maioria dos brasileiros. Segundo a revista americana The Economist, o Brasil € o 9° pais do
mundo em consumo de medicamentos per capita, mas 50% dos pacientes que precisam de um
medicamento ndo podem compra-lo e abandonam o tratamento, salientando mais uma vez a
utilidade da realizagdo de estudos de biodisponibilidade e bioequivaléncia para a utilizagdo de
medicamentos genéricos.

Os Ensaios de Bioequivaléncia tém uma série de normas e diretrizes a serem cumpridas,
desde a fase de planejamento experimental até as analises estatisticas, que devem satisfazer
integralmente os critérios exigidos pela Resolugio da ANVISA ANVS/MS391/99.

Neste trabalho procurou-se aprimorar a linguagem estatistica adotada pelo Manual da
ANVISA, dando-lhe mais consisténcia e rigor estatistico. Acrescentou-se também os
procedimentos bootstrap, tema muito enfocado no contexto de bioequivaléncia em trabalhos
cientificos apresentados nos congressos e simposios estatisticos, e a analise de medidas repetidas,
que nio foram contempladas pela ANVISA, mas merecem atengdo especial.

Outro elemento muito importante € a caracterizagdo do planejamento experimental para
tais estudos. A ANVISA recomenda o modelo crossover. Deve-se usar delineamentos que
identifiquem e isolem as fontes de variabilidade entre os individuos na analise dos dados. Apos a
escolha de um planejamento experimental adequado, outros aspectos merecem uma devida
aten¢do, como a aleatorizagdo, para que sejam validas as inferéncias estatisticas, os efeitos
residuais, o periodo de eliminagio “washout” e o numero de voluntarios. A ocorréncia de efeitos
residuais compromete toda analise, sendo sugerido pela ANVISA, que a analise seja feita apenas
com base nos dados referentes ao primeiro periodo. Quanto a escolha do tamanho amostral, o
protocolo da ANVISA recomenda um minimo de 24 sujeitos, muito embora haja aumento do
poder com o acréscimo do tamanho de amostra.

Outro aspecto interessante de ser considerado € a escala utilizada na analise dos dados. O

Manual da ANVISA induz o leitor a transformar as variaveis (medidas farmacocinéticas) em
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logaritmo natural para entdo proceder as analises. Concertualmente a transformacdo preventiva
ndo é correta, apenas transforma-se a variavel quando seu comportamento na escala original nio
satisfaz as suposi¢Oes necessarias de independéncia, homogeneidade de varidncias e normalidade.

A ANVISA também apresenta um modelo estatistico para a analise de varidncia proprio,
mas podem ser incluidas a esse modelo interagdes e efeitos que o estatistico julgue ser relevante,
fazendo com que o modelo fique mais completo e detalhado. O mesmo pode ser dito para a
analise de medidas repetidas para dados em planejamento crossover usando a metodologia de
modelos mistos.

A realizagdo deste trabalho evidenciou a importancia do profissional de Estatistica na area
de ensaios de bioequivaléncia. A auséncia de um profissional da area para a execu¢do das
analises estatisticas, além de outros aspectos, como a falta de integra¢io entre as etapas de
estudo, dificuldades com relag@o a execugdo correta do delineamento experimental, desisténcias
dos voluntarios no decorrer do estudo, falta de conhecimento das técnicas por parte do
responsavel pela execugio da etapa e a falta de um estatistico no planejamento dos estudos,
evidencia-se a necessidade da participagdo direta do profissional de Estatistica na area da satde,
principalmente no que diz respeito a pesquisa clinica, evitando desperdicio de tempo e dinheiro.

Acredita-se que os objetivos deste trabalho tenham sido alcangados. Alguns aspectos,
como os procedimentos bootstrap e a analise de medidas repetidas, nio foram suficientemente
aproveitados, devido a amplitude do assunto. Muitos dos topicos abordados neste trabalho
poderiam ser estudados de forma mais completa, propiciando temas de futuros trabalhos na area.

O Capitulo 4 ¢ seguramente de grande importincia para o trabalho, dada a descrigdo e
analise de um exemplo de um ensaio de bioequivaléncia. Acredita-se que com a sua leitura é
possivel ter uma boa nogdo de como lidar com esse tipo de informa¢do, uma vez que apresenta
com riqueza de detalhes os procedimentos e interpretagdes necessarias.

Em resumo, acredita-se que este trabalho possa ser um bom referencial, tanto teorico
quanto aplicado, aqueles que iniciarem os estudos nos ensaios de bioequivaléncia, tema

extremamente importante e tutil.



7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALBANESE, M.T., (1990). Latent Variable Models for Binary Response Data. Ph.D.

Dissertation. The London School of Economics and Political Science, ENG.

AMBROSANO, GM.B. & CORRENTE, J.E., (2003). Intervalos de Confianga Bootstrap em
Ensaios de Bioequivaléncia, 10° SEAGRO, UFLA, Lavras-MG, 7 a 11 de julho de 2003.

ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitaria), Manual de Boas Praticas em

Biodisponibilidade e Bioequivaléncia. (www.anvisa.gov.br)

CHOW, S.C. & LIU, J.P., (1992). Design and Analysis of Bioavailability and Bioequivalence
Studies. New York, Marcel Decker.

CHOW, S.C. & LIU, J.P., (2000). Design and Analysis of Bioavailability and Bioequivalence
Studies. New York, Marcel Decker.

EFRON, B., (1979). Bootstrap methods: another look at the jackknife. Annals of Statistics.

EFRON, B., GONG, G, (1983). A leisurely look at the bootstrap, the jackknife and cross
validation. Annals of Statistics, 37: 36-45.

EquivTest (Software Estatistico) www.statsol.ie/equivtest/equivtest.htm

FLEISS, J.L., (1999). Design and Analysis of Clinical Experiments. New York, John Wiley &
Sons, Inc.

GRIEVE, A.P., (1982). The two-period changeover design in clinical trials. Biometrics 38, 517.

GRIZZLE, JE., (1965). The two-period changeover design and its use in clinical trials.
Biometrics 25, 357-381.

121



HILLS, M. & ARMITAGE, P., (1979). The two-period cross-over clinical trial. British Journal
of Clinical Pharmacology 8, 7-20.

JOHN, P.W.M., (1971). Statistical Design and Analysis of Experiments. New York, Macmillan.

JONES, B. & KENWARD. M.G., (1990). Design and Analysis of Cross-Over Trials. Second
Edition. New York, Chapman & Hall.

MANLY, B.FJ., (1997). Randomization, Bootstrap and Monte Carlo Methods in Biology.
Second Edition. New York, Chapman & Hall.

MIRANDA, C.G. & SIQUEIRA, AL, (2003). Inferéncia Estatistica para Estudos de
Bioequivaléncia Média, 10° SEAGRO, UFLA, Lavras-MG, 7 a 11 de julho de 2003.

MONTGOMERY, D.C., (2000). Design and Analysis of Experiments. Fifth Edition. New York,
Wiley & sons, Inc.

NQuery (Software Estatistico) www.statsol.ie/nquery/review3.htm

SATTERHWAITE, F.E., (1946). An approximate distribution of estimates of variance

components. Biometrics, 110-112.

SCHUIRMANN, D.J,, (1987). A comparison of the two one-sided tests procedure and the power
approach for assessing the equivalence of average bioavailability. Journal of Pharmacokinetics

and Biopharmaceutics 15, 657-680.

SCHUIRMANN, D.J., (1989). Treatment of bioequivalence data: log transformation.
Proceedings of Bio-International 89 - Issues in the Evaluation of Bioavailability Data,

Toronto, Canada, October 1-4, 159-61.

122



TUKEY, JW. (1958). The teaching of concrete mathematics. American Mathematical
Monthly 65 (January),1-9.

WESTLAKE, W.1., (1973), The Design and Analysis of Comparative Blood-Level Trials. Ed. J.

Swarbrick.

WESTLAKE, W.J., (1988), Bioavailability and Bioequivalence of Pharmaceutical Formulations.
K.E. Peace, Marcel Dekker, Inc.

WADA, CY., (2003). Métodos Estatisticos para Ensaios de Bioequivaléncia em Produtos
Farmacéuticos, 10° SEAGRO, UFLA, Lavras-MG, 7 a 11 de julho de 2003.



8. ANEXOS: GLOSSARIO

1. Analito: Composto quimico especifico. Pode ser um farmaco intacto, biomolécula ou seu

derivado, metabdlito ou produto de degradagdo em uma matriz biologica.

2. Biodisponibilidade Relativa: Quociente da quantidade e velocidade de principio ativo que
chega a circulagdo sistémica a partir da administragdo oral de um preparado que contenha o

mesmo principio ativo.

3. Bioequivaléncia: Demonstragdo de equivaléncia farmacéutica entre produtos apresentados
sob a mesma forma farmacéutica, contendo idéntica composig¢do qualitativa e quantitativa de
principio(s) ativo(s), e que tenham comparavel biodisponibilidade (quantidade e velocidade de
absor¢do do farmaco no sistema circulatério), quando estudados sob um mesmo delineamento

experimental.

4. Denomina¢io Comum Brasileira (DCB). Denominagdo do farmaco ou principio

farmacologicamente ativo aprovada pelo orgao federal responsavel pela vigilancia sanitaria.

5. Denominagdo Comum Internacional (DCI): Denominagao do farmaco ou principio

farmacologicamente ativo recomendada pela Organiza¢@o Mundial da Sande.

6. Farmacos de Liberacio Imediata: Efeito do composto quimico liberado apds ingestdo.

7. Farmacos de Liberagdo Modificada: Incorporagdo de novos efeitos ao farmaco por uso de

tecnologias farmacéuticas.

8. Food and Drug Administration (FDA): Agéncia de prote¢do do consumidor do governo dos

Estados Unidos que monitora dispositivos médicos, alimentos e drogas.

9. Forma Farmacéutica: Estado final de apresentagdo que os principios ativos farmacéuticos

possuem apos uma ou mais operagdes farmacéuticas executadas com a adicdo de excipientes
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apropriados ou sem a adi¢do de excipientes, a fim de facilitar a sua utilizagao e obter o efeito

terapéutico desejado, com caracteristicas apropriadas a uma determinada via de administragao.

10. Formulagdo: Relagdo quantitativa dos farmoquimicos que compde um medicamento.

11. Matriz Biologica: Material individualizado de origem biologica que pode ser amostrado e

processado de maneira reprodutiva.

12. Medicamento de referéncia: Produto inovador registrado no o6rgao federal responsavel pela
vigildncia sanitaria e comercializado no Pais, cuja eficacia, seguranga e qualidade foram

comprovadas cientificamente junto a ANVISA por ocasido do registro.

13. Parametros Farmacocinéticos: Variaveis respostas dos experimentos farmacéuticos.

14. REBLAS: Denominagdo comum dos laboratérios habilitados que integram a Rede Brasileira

de Laboratorios Analiticos em Saude.

15. Testes Analiticos: Testes de qualidade preconizados pela Farmacopéia Brasileira. Na auséncia
da monografia na Farmacopéia Brasileira, serdo aceitos outros compéndios oficias reconhecidos
pelo Ministério da Saude. Na auséncia de monografia farmacopéica, serdo aceitos testes
analiticos acompanhados de sua validagio segundo GUIA DE VALIDACAO DE TESTES
ANALITICOS.





